T. 68 SEPTEMBRE-OCTOBRE 1942 N°s 9-410 


ANNALES 


DE 


L’INSTITUT PASTEUR 


SUR LA VALEUR ANTIGENE 
DES PROTEINES FORMOLEES 


par J. LOISELEUR. 


Unstitut Pasteur, Service de Chimie physique.) 


La transformation des toxines en anatoxines sous laction du 
formol pose de nombreux probléemes : la disparition de la toxi- 
cité, la conservation du pouvoir antigéne et en méme temps [effet 
prépondérant de la concentration du formol mis en ceuvre. 

L’action immédiate réside évidemment dans la combinaison du 
formol sur les groupes aminés primaires : ce qui avait conduit plu- 
sieurs auteurs [entre autres Schmidt (1), Wadsworth et ses collabo- 
rateurs (2)| 4 rendre ce phénoméne responsable de la transforma- 
tion des toxines en anatoxines. Pourtant, en 1937, Goldie (8), ex- 
périmentant avec le céténe, avait montré que, si le pouvoir toxi- 
que est bien en liaison étroite avec les groupes aminés primaires, 
il est impossible, 4 Vaide de ce réactif, de faire disparaitre com- 
plétement le pouvoir toxique sans détruire en méme temps le 
pouvoir antigeéne. 

De fait, la propriété anatoxigéne parait l’apanage exclusif du 
formol. Berthelot et Ramon (4) ont réussi 4 préparer des ana- 
toxines avec des réactifs trés divers, comme l’acroléine, mais 
possédant tous la fonction aldéhyde. Schmidt (5) a examiné 200 


(1) S. Scumipr, Zeitschr. Immunititsf. 1938, 126, 35. 

(2) A. Wapsworta, J. J. Quicury et G. R. Sicxies. J. infect. Dis., 
1937, 61, 239. 

(3) H. Gorpm. C. R. Soc. Biol., 1937, 136, 974. 

(4) A. Berraenor et G. Ramon. C. R. Acad. Sci., 1925, 180, 340. 

(58. Scummr. Biochim. Zeitschr., 1932, 259, 158. 


Annales de UVInstitut Pasteur, t. 68, n°* 9-10, 1942. 34 


440 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


corps, parmi lesquels on trouve des représentants de chaque 
grand groupe des composés organiques : carbures, alcools, aldé- 
hydes, acides, sucres, amines, diverses combinaisons organiques 
carbo- et héltérocycliques : pas un seul de ces corps nagil sur la 
toxine comme l’aldéhyde formique. Ce dernier corps est le seul 
dont Vaction, combinée a celle de la chaleur ménagée, aboutit a 
la formation de l’anatoxine proprement dite. De plus, Schmidt 
constatait que, dans la toxine completement détoxiquée, le taux 
des groupements aminés bloqués ne dépasse pas 30 p. 100. 

On était done amené a penser que l’action du formol ne se 
limite pas au seul bloquage des fonctions amines. Velluz (6) 
imagina alors ’hypothése de la condensation et de la cyclisation, 
en prenant comme type V’action du formol sur le tryptophane. 

Certains faits expérimentaux nouveaux (7) relatifs a laction 
secondaire du formol sur les acides aminés permettent de déve- 
lopper cette hypothése et de préciser l’action exercée par le 
formol sur la valeur antigéne des protéines. 


I. L’acTIon SELECTIVE DU FORMOL SUR UN. MELANGE D ACIDES 
AMINES. — Rappelons d’abord que, pour les acides aminés, l’ac- 
tion du formol s’exerce en deux élapes successives. Dans un 
premier temps — la méthylénisation immédiate de Scrensen — 
il se forme un produit d’association, mettant en jeu pour chaque 
molécule d’acide aminé soit 1, soit 2 molécules de formo] (8) et 
possédant une constante de dissociation beaucoup plus acide. 
Puis, sous l’influence du temps et de la chaleur, la structure du 
composé précédent subit une modification profonde: c'est la 
deuxiéme étape, mise en évidence par la variation du pouvoir 
rotatoire et par lapparition d’une_ fluorescence décelable en 
lumiére de Wood. Pour certains acides aminés (le tryptophane, 
la tyrosine, Ja phénylalanine), il est bien établi que Vaction du 
formol a entrainé alors la cyclisation de la molécule. Un enrou- 
lement moléculaire analogue doit é@tre également assigné aux 
acides 4 chaine droite (la cystéine, la lysine, la sérine) quand ils 
deviennent fluorescents sous Vaction du formol. 

Un autre fait trés important, c’est que cette action secondaire 
du formol est sélective, en ce sens qu’elle intéresse successive- 
ment un nombre de plus en plus considérable d’acides aminés, a 
mesure que l’on augmente soit la température de la réaction, soit 
la concentration du formol. Introduit dans un mélange d’acides 
aminés, le formol n’exerce pas son action secondaire dune facon 
uniforme, mais au contraire proportionnellement aux affinités 


(6) L. Vetiuz. C. R. Soc. Biol., 1938, 127, 35. 
(7) Soc. Chim. biol., séance du 16 juin 1942. 


(8) CG. Scammwpr. The chemistry of the Amino-Acids and Proteins. 
Baltimore, 1939. 
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respectives de chaque acide aminé. La valeur de ces affinités, 
mesurée par l’intensité des fluorescences observées au cours de 
Vaction secondaire, varie considérablement d’un acide aminé a 
Pautre. En voici le classement par ordre d’affinités décroissantes : 

1° le tryptophane ; 

° Ja tyrosine, Ja cystéine, la phénylalanine ; 

3° la lysine, la sérine et, 4 un degré moindre, |’acide glutami- 
que, la leucine et l’alanine ; 

les acides inertes tels que le glycocolle, la méthionine, la 


proline 
Remarquons tout de suite que cet ordre correspond trés exac- 
tement — la cystéine seule fait exception — a la facilité de fer- 


meture de l’anneau: les acides des deux groupes de téte sont 
ceux pour lesquels cette fermeture est réalisable le plus facile- 
ment et, en méme temps, avec une déformation minime ; dans le 
troisiéme groupe, au contraire, l’enroulement moléculaire  en- 
traine une déformation profonde de la molécule. 


II. Les TRANSFERTS DE CHARGE ELECTRIQUE CHEZ LES PROTEIDES 
FORMOLES. — Le formol exerce sur les protéides une aclion secon- 
daire analogue (variation du pouvoir rotatoire et apparition de 
fluorescence] (9). Les cyclisations et les déformations de l’action 
secondaire se traduisent alors par des modifications dans la 
valeur des charges électriques et dans leur répartition sur l’es- 
pace moléculaire. 

Selon Vintensité du traitement formolé, une protéine va pré- 
senter deux aspects différents : 

a) Tant que la concentration du formol reste inférieure 4 une 
certaine limite, les acides des deux premiers groupes, ceux dont 
Yaffinité pour le formol est la plus marquée, sont seuls cyclisés. 
A ce moment la formolisation n’a encore entrainé aucune défor- 
mation structurale, ni déplacement de charges électriques, mais 
seulement une diminution de valeur pour certaines de ces char- 
ges. Par exemple, si la phénylalanine seule est intéressée par la 
cyclisation, un groupe aminé primaire —- NH? — est remplacé par 
un groupe = NH noyé dans l’anneau hétérocychque, dot une 
diminution de la charge, ce qui pourra s’opposer a la fixation de 
cette protéine sur une autre, c’est-a-dire 4 la réaction de ces deux 
protéides. Cette interprétation traduit littéralement Vexpérience 
de Pons (10) sur Vanatoxine tétanique : l’anatoxine tétanique se 
comporte comme une toxine qui a perdu son pouvoir fixateur sur 
le systeme nerveux, c’est-a-dire la possibilité de manifester sa 
toxicité. 


(9) C. R. Soc. Biol., séance du 27 juin 1942. 
(10) Pons. C. R. Soc, Biol., 1938, 429, 209. 
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b) Pour une plus grande concentration du formol, les acides 
en chaine droite subissent a leur tour Penroulement moléculaire, 
d’ott un bouleversement a la fois dans la valeur des charges élec- 
triques et dans leur répartition sur la molécule. — 

Il en résulte, pour les protéines, deux modes successifs de 
dénaturation par le formol: le premier, 4 peine marqué, n est 
perceptible que par des réactions biologiques aussl sensibles que 
la fixation d’une toxine sur un tissu réceptif, ou par des moyens 
indirects comme l’examen des fluorescences en lumiére de Wood ; 
le second entraine au contraire une transformation structurale 
de la molécule. 


III. ConstouENcEs mmmuNoLociquEs.. — Dans le premier des 
modes de dénaturation que nous venons d’envisager, les struc- 
tures superposables des deux antigénes (l’antigéne naturel et 
Vantigéne formolé) leur permettent de répondre lun et lautre 
au méme anticorps : le pouvoir antigéne spécifique est conservé. 
Dans le second mode, la protéine formolée n’est plus immunolo- 
giquement superposable a la protéine naturelle. 

Par conséquent si lon étudie, par rapport a la protéine ini- 
tiale, les propriétés antigéniques d’une protéine traitée par des 
concentrations croissantes de formol, un point de scission se 
rencontre dans le comportement de l’anticorps produit par l’an- 
tigéne formolé. Cet antigéne fournit au début un anticorps aussi 
étroitement spécifique a lui-méme qu’a l’antigéne naturel. Mais, 
au dela d’un certain taux de formol, Vantigéne formolé peut seul 
s’adapter a l’anticorps quil a engendré, alors que Vantigéne 
naturel — non formolé ne partage plus cette propriété, parce 
que de structure trop différente. 

Pour fixer les idées, imaginons le cas d’un antigéne dont le 
« motif » (11) serait constitué par du tryptophane, de la phényl- 
alanine et de la lysine. Pour une trés faible concentration de 
formol, Vaction se borne a la cyclisation du seul tryptophane 
cest-a-dire 4 une modification trés discréte de Vantigéne initial. 
Il en est encore de méme quand, la concentration du formol aug- 
mentant, la phénylalanine est intéressée par la réaction. Mais 
si la lysine vient a subir & son tour lenroulement moléculaire, 
action du formol aboutit & un nouveau protéide si différent du 
protéide initial que ces deux antigénes ne peuvent plus admettre 
un anticorps commun. 

Cet exemple illustre la caracléristique essentielle de Vaction 
du formol : sa possibilité, pour une concentration convenable, de 
détoxifier sans dénaturer. Plus exactement, il dénature toujours, 
mais a un degré qui peut étre maintenu imperceptible a l’échelle 


(11) P. Grapar et D. Dervicnian. Ces Annales, 1942, 68. 
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immunologique : ainsi une anatoxine apparait comme une toxine 
a la limite inférieure de la dénaturation. 


IV. La TRANSFORMATION DES TOXINES EN ANATOXINES (12). — Le 
mécanisme précédent — commun a toutes les protéines — expli- 


que la généralité des anatoxines pour toute toxine proléique, 
quelle qu’en soit Vorigine. Mais, du fait méme que cette fonction 
anatoxine est liée & une modification de la partie protéique de 
Pantigene, seuls les antigénes proléiques peuvent former des 
anatoxines. C’est pourquoi le formol ne réussit pas a détoxifier les 
antigénes glucido-lipidiques de A. Boivin, isolés 4 l'état pur (18). 

A un autre point de vue, on peut distinguer deux catégories 
d’antigénes selon la nature de leurs acides aminés constitutifs et 
par conséquent selon la « qualité » de leurs anatoxines : les uns 
riches en acides des deux premiers groupes, cyclisables sans 
déformation, les autres, riches en acides a chaine droite (ceux 
du 3° groupe) et déformés par l’enroulement moléculaire. I en 
résulte que les anatoxines du premier groupe engendrent des 
anticorps de spécificité plus marquée que celles du second groupe. 

L’étude théorique permet ainsi de retrouver, pour les anatoxi- 
nes, certaines des caractérisuiques essentielles que G. Ramon a 
mises en évidence : le caractére irréversible de leur formation, la 
disparition rigoureuse de la toxicité et en méme temps le main- 
tien de la valeur antigéne intrinséque (14), ceci grace a l’emploi 
d'une concentration convenable de formol. G. Ramon (15) a pu 
ainsi préparer une anatoxine de l’abrine, alors que Rehns avait 
échoué avec des doses excessives de formol. Un autre exemple 
est encore fourni par l’anatoxine dysentérique (16). 

En résumé, le formol permet un mode de dénaturation tout a 
fait particulier, qui intéresse tous les constituants protéiques du 
milieu, mais sans aucune spécificité pour les toxines elles-mémes. 
L’échelle de sensibilité des acides aminés au formol permet de 
prévoir certaines caractéristiques des anatoxines. 


(12) Les milieux microbiens toxiques permettent l’observation des 
fluorescences caractéristiques de l’action secondaire du formol (J. Loi- 
séleur et R. O. Prudhomme). Ces Annales, 1942, 68, 480. 

(13) A. Borvin, A. Detaunay et R. Sarcmron. C. R. Soc. Biol., 1941, 
434, 1142. 

(14) G. Ramon. Ces Annales, 1928, 52, 959. 

(15) G. Ramon. Ces Annales, 1925, 39, 18. 

(16) J. Dumas, G. Ramon et Said Binat. Ces Annales, 1926, 50, 134. 
« Pour obtenir l’anatoxine dysentérique, l’addition de 6 c. c. de formol 
i 1 litre de toxine est la dose optima. En effet, des doses moindres de 
icrmol (2, 8, ou 4 c. c.) sont insuffisantes, puisque, aprés un mois 
i l’étuve, la toxine ainsi formolée proyoque encore la mort du lapin. 
Si l’on ajoute des doses supérieures de formol (7 ou 8 c. c. par litre), 
les propriétés antigéniques de l’anatoxine sont diminuées », 
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Au cours de recherches récemment publiées dans leur ensemble 
(Monod, 1941), yal montré que, dans certaines conditions expé- 
rimentales, la croissance d’une culture bactérienne est limitée 
exclusivement par la concentration du milieu en source carbonée. 
On constate, dans ces conditions, que l’accroissement total des 
cultures est proportionnel a Ja concentration initiale de l’aliment 
carboné, et que la croissance ne s’arréte qu’une fois le milieu 
totalement épuisé. 

Dans la plupart des cas la densité de la culture se stabilise alors 
4’ un niveau maximum qui peut demeurer constant pendant assez 
longtemps (plusieurs heures ou plusieurs jours). Mais avec cer- 
taines espéces bactériennes (B. subtilis en particulier), en présence 
de certains glucides, on assiste 4 une évolution toute différente 
Varrét de la croissance est immédiatement suivi d’une lyse trés 
rapide, qui peut aboutir en peu de temps 4 léclaircissement 
presque complet du milieu. C’est a ce phénoméne, qui ne semble 
pas avoir été décrit jusqu’a présent, quest consacrée la présente 
note. 

TECHNIQUES DE CULTURES ET DE MESURES. 


J’en rappelle briévement l’essentiel, ces techniques ayant été 
décrites plus amplement ailleurs (loc. cit.). 

a) Les cultures sont faites dans des fioles coniques de 1 litre, 
constamment agitées au sein d'un thermostat 4 87° et pourvues 
d'un dispositif permettant d’opérer des prélévements aseptiques 
sans qu’il soit nécessaire de les retirer du thermostat. 

Le milieu suivant a été utilisé 


NHC. an fs cat ca eeiaapee) 0 rate ae ee ONSieee. 
BOM ors 5 accu itne aa de oleracea eer ce 0,05 g. 
SO*Fe. «cdi way Runes d oka mh OR 2 Rea OM 0,005 g 
Solotion tipi ee ae 30 C. C. 
ER NGUESIN Gla 6 6c e 95 Goa & oe 6 O00) 


La solution tampon (mélange PO*KH? et PO*K?H a 20 p. 100 
environ) est ajustée a pH 6,95 + 0,05. Dans ces conditions, le 
milieu est suffisamment tamponné pour que les variations de pH 


(*) Communication présentée a la séance du 5 mars 1942 de l’Association 
des Microbiologistes de Langue Francaise. 
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au cours de la croissance soient négligeables. Le eglucide consti- 
tuant Vunique aliment carboné est stérilisé a part et ajouté au 
moment de l’ensemencement. 

b) Les mesures sont faites par opacimétrie, a laide de lappareil 
de Meunier. On sait (Lwoff et Quérido, 1938 ; Monod, loc. cit.) 
que les indications de cet appareil sont proportionnelles aux dilu- 
tions d’une méme suspension bactérienne et expriment correcte- 
ment l’accroissement des cultures. Dans les conditions de ces 
expériences, et avec la souche utilisée, une unité de densité optique 
équivaut a 0,8 mg. de substance séche par litre environ. 

La souche B. subtilis utilisée figure dans les collections de 
P’Institut Pasteur sous le nom de « Subtilis Caron ». Elle m’a 
été obligeamment communiquée par M. Legroux. 


DESCRIPTION DES EXPERIENCES. 


Les deux courbes de la figure 1 montreront l’aspect du phéno- 
mene en question. Elles expriment la croissance de deux cultures 
de B. subtilis en milieu synthétique, en présence de glucose ou 
de saccharose comme aliment carboné. (Concentration initiale du 
glucide : 0,15 p. 1.000.) On voit que dans ces deux cas une lyse 
intense succéde immédiatement & la croissance active. La « phase 
maximum » des courbes de croissance classiques est pratiquement 
remplacée par un point anguleux. Les cultures, dans ces deux 
cas, perdent 33 p. 100 de leur opacité en vingt minutes environ (1). 
L’examen de préparations colorées de cultures ayant achevé leur 
croissance une heure ou deux auparavant montre encore quelques 
bacilles ou amas de bacilles colorables, et de trés nombreuses gra- 
nulations, rares ou absentes dans les cultures en voie de crois- 
sance. Cette lyse ne parait pas étre accompagnée de sporulation, 
ce qui ne saurail surprendre, étant donné son extréme rapidité. 

Ainsi que je l’ai rappelé plus haut, des recherches .antérieures 
ont montré que, dans les conditions de ces expériences, la crois- 
sance ne s’achéve qu’au moment précis ot le milieu se trouve 
totalement épuisé en glucide. I] était done tout naturel de sup- 
poser que la lyse elle-méme était provoquée ou déclenchée par 
la disparition de l’aliment carboné. Cette hypothése est aisément 
vérifiable : a une culture en train de se lyser activement, apres 
avoir terminé sa croissance, on ajoute une petite quantité de glu- 
cose (0,1 p. 1.000 environ). On constate que l’addition du glucose 
est immédiatement suivie de Varrét de la lyse et de la reprise de 
la croissance (fig. 2). 


(1) Il convient de noter ici que les données néphélémétriques ne permettent 
pas de mesurer réellement un phénoméne de lyse. Le louche apparu dans 
le milieu, du fait méme de la lyse, constitue une cause derreur importante. 
Cette technique permet cependant d’évaluer approximativement lintensité 
relative de la lyse dans différentes conditions. 
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Fic. 1. — Croissance de deux cultures de B. subfilis en milieu synthétique, en 
présence de glucose ou de saccharose comme aliment carboné. La croissance 
active est immédiatement suivie d’une lyse trés rapide. 
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Fic, 2, — Croissance d'une culture de B. sub/ilis sur milieu synthétique glucosé. 
La lyse qui suit la croissance est immédiatement arrétée lorsque du glucose 
est ajouté dans le milieu. La croissance reprend aussitdt. 
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Dans le cas qui nous occupe, la lyse est donc bien liée a l’absence 
d’une source carbonée utilisable. On doit se demander si l’absence 
dune autre source alimentaire importante, par exemple de la 
source azotée, serait capable de provoquer le méme phénoméne. 
La figure 3 permettra de se rendre compte que l’évolution de la 
culture, aprés l’arrét de la croissance, est alors toute différente. 
Cette figure exprime la croissance d’une culture de B. subtilis 
sur un milieu comprenant 0,025 p. 1.000 d’NH#Cl, et 0,5 p. 1.000 
de glucose. Dans ces conditions, la source azotée s’épuise avant 
la source carbonée et joue le rdle de facteur limitant. On voit que 
dans ce cas également l’arrét de la croissance est suivi d’une cer- 


NH* Iimitant 


Densite aptigue 


20 
10 
Heures 
TOME SEL OE GME 7 Ome) 
Fic. 3. — Croissance d'une culture de B. subiilis en milieu synthétique, 


VYaliment azoté (NH‘Cl) jouant le réle de facteur limitant. 


taine diminution d’opacité, mais celle-ci est beaucoup moins 
marquée que dans le cas précédent, et la densité optique se stabi- 
lise assez vite 4 un niveau beaucoup plus élevé. Le phénomene 
de lyse brutale et intense qui nous occupe ne se produit pas. I] 
semble donc bien que ce phénoméne soit hé spécifiquement a 
l‘absence d’une source carbonée. 

Il y a plus : l’expérience montre que l’aspect des phénoménes 
est fort différent suivant la nature du glucide employé comme 
source carbonée. Nous avons vu qu'une lyse intense se produit 
aprés culture sur glucose ou sur saccharose. Avec le fructose, le 
mannose, la mannite, les résultats sont tout A fait comparables 
et les courbes obtenues semblables 4 celles de la figure 1. Elles 
sont au contraire tout a fait différentes lorsque la croissance sc 
produit en présence de certains autres glucides tels que l’arabi- 
nose, la dextrine, la sorbite, l’inosite. La figure 4 donne un 
exemple du type de courbes obtenues : une fois la croissance 
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achevée, l’opacité ne baisse que lentement et graduellement, la 
culture sur sorbite ne perd 33 p. 100 de son opacité qu’au bout 
de trois heures et demie, la culture sur inosite au bout de cing 
heures environ. Enfin les courbes obtenues avec le maltose parais- 
sent correspondre & un cas intermédiaire. La lyse, assez marquee, 
est cependant beaucoup plus lente qu’avec les glucides tels que 
le glucose ou le saccharose. Les cultures perdent 33 p. 100 de leur 
opacité en une heure et demie environ. En somme, les sources 
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Fic. 4. — Croissance de deux cultures de B. subtilis en milieu synthétique, 


en présence de sorbite ou d’inosite comme aliment carboné. La lyse est beau- 
coup plus lente que dans le cas du glucose ou du saccharose (fig. 4). 


ternaires essayées se classent nettement, le maltose a part, en deux 
catégories. Avec les uns la lyse est brutale et intense, avec les 
autres elle est beaucoup plus lente et d’aspect plus « normal ». 

Il y a la un fait extrémement curieux, d’oti on pourrait espérer 
tirer des indications sur le mécanisme du phénoméne. Divers types 
d’explication peuvent étre envisagés, les plus vraisemblables 
paraissant étre les suivants 

1° La lyse est un phénoméne d’auto-oxydation se produisant 
en l’absence d’un substrat oxydable. Si elle ne se produit pas, 
ou peu, avec certains glucides, c’est que le métabolisme de ces 
glucides comporte la formation d’une substance carbonée de déchet 
éventuellement utilisable comme substrat oxydable « protecteur ». 

2° La lyse est provoquée par une substance lytique apparais- 
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sant au cours du métabolisme de certains glucides, mais ne se 
formant pas, ou en quantités trop faibles, avec d’autres sources 
carbonées. Il faut supposer en outre que cette action lytique ne 
peul se manifester qu’en l’absence d’un substrat carboné utilisable. 
3° Enfin, il est possible que la lyse plus ou moins rapide tienne 
seulement a des propriétés physiologiques acquises par les bacté- 
ries en présence de certains glucides et indépendantes de toutes 
substances apparues dans le milieu au cours de la croissance. 

Les expériences suivantes ont été instituées afin de permettre 
un choix entre ces divers types d’explication. Les résultats s’étant 
en définitive avérés négatifs, je les résumerai briévement. 

a) Une culture ayant presque achevé sa croissance sur glucose 
est centrifugée et décantée. Une partie du culot est remise en 
suspension en milieu synthétique, sans source carbonée, une autre, 
servant de témoin, dans un milieu au glucose préalablement épuisé 
par la croissance d’une culture et centrifugé. Dans les deux cas 
on constate une lyse immédiate et intense. On doit en conclure 
que la lyse est bien déclenchée par la seule absence du substrat 
carboné, sans intervention d’une substance lytique apparue dans 
le milieu au cours de la croissance. 

b) Une culture ayant presque achevé sa croissance sur glucose 
est centrifugée et décantée ; une partie du culot est remise en 
suspension dans un milieu a l’inosite, préalablement épuisé en 
aliment carboné par la croissance d’une culture, et centrifugé, 
une autre en milieu synthétique neuf, sans aliment carboné. Ici 
encore la lyse est immédiate et intense dans les deux cas. Autre- 
ment dit, le milieu a linosite, épuisé, ne parait contenir aucune 
substance capable d’exercer une action protectrice ou empéchante 
a Végard de Ja lyse. 

c) Ces expériences sont confirmées par les essais inverses : une 
culture, ayant achevé sa croissance sur inosite, est centrifugée 
et suspendue en milieu synthétique sans glucide. Une autre partic, 
servant de témoin, est remise en suspension dans son propre 
milieu. La lyse est légérement plus rapide qu’apres la croissance 
normale, mais encore trés faible et sensiblement égale dans 
Vexpérience et le témoin. 

d) On peut montrer enfin que Vaddition, dans une culture sur 
inosite ayant achevé sa croissance, de milicu (centrifugé) prove- 
nant d’une culture sur glucose en train de se lyser, est impuissante 
& provoquer ou & intensifier la lyse. Elle ne produit pas plus 
d’effet que addition d’eau distillée. 

En résumé, ces diverses expériences donnent toutes des résul- 
tats négatifs, en ce sens que les divers changements de milieu 
paraissent impuissants 4 modifier la marche des phénoménes. En 
labsence d’aliment carboné, les cultures ayant cra sur glucose 
se lysent toujours intensément, les cultures ayant crt sur inosile 
lentement et faiblement. 
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DIscussION. 


Les hypothéses faisant intervenir laction lytique ou protec- 
trice d’une substance présente dans le milieu doivent done élre 
abandonnées, avec quelque regret peut-étre, car celle d’une diffé- 
rence de propriétés physiologiques acquises au cours de la crois- 
sance offre beaucoup moins de prise a |’expérience. 

On sait que la lyse des cellules bactériennes peut étre provoquée 
dans des conditions trés diverses (Nicolle, 1913). Ainsi Wollman 
(19382, 1936) a pu montrer que des agents réputés coagulants 
énergiques pouvaient dans certains cas ‘déclencher la lyse. bacté- 
rienne. Dans le cas qui nous occupe, le plus simple parait étre 
d’admetire qu’il s’agit d’un phénomeéne d’autolyse, c’est-a-dire 
d’autophagie enzymatique exceptionnellement intense. Ce qu il 
s’agirait alors d’expliquer, c’est pourquoi l’intensité de ce phéno- 
méne peut dépendre dans certains cas de Ja nature du glucide 
utilisé comme source carbonée. I] parait difficile de concevoir que 
ces fails puissent tenir 4 des différences de propriétés chimiques 
ou structurales de la matiére vivante, envisagée comme substrat 
de ses propres enzymes, différences qui auraient dd, au moins 
dans certains cas, prendre naissance en présence de sources car- 
bonées extrémement voisines les unes des autres. En revanche, 
il se pourrait bien que les propriétés des enzymes responsables 
de l’autolyse soient modifiées en présence de substrats carbonés 
différents, méme trés voisins. Il semble bien en tous cas qu'une 
explication de ces phénoménes pourrait étre recherchée dans cette 
voie et, a ce sujet, on doit mentionner un rapprochement assez 
frappant et peut-étre significatif. I] sera nécessaire pour cela de 
rappeler tout d’abord certains résultats de recherches antérieures. 

L’étude de la croissance des cultures bactériennes dans des 
mélanges de glucides (Monod, loc. cif.) montre qu’en présence 
de certains mélanges la croissance se décompose en deux poussées 
distnctes, correspondant chacune a l'utilisation exclusive de lun 
des deux constituants carbonés du milieu. L’analyse de ce phéno- 
méne (que j’ai désigné sous le nom de « diauxie ») conduit a 
admettre que certains substrats carbonés exercent une action inhi- 
bitrice a l’égard des enzymes correspondant 4 des corps voisins. 
I semble, en outre, que les enzymes inhibés appartiennent a 
la calégorie des enzymes « adaptatifs » et que les enzymes non 
inhibés soient des enzymes « constitulifs » au sens de Karstrém 
(1930). Les glucides utilisables par une souche bactérienne se clas- 
sent ainsi en deux catégories suivant qu’ils correspondent ou non 
’ des enzymes susceptibles d’étre inhibés en présence de certains 
substrats. Or il se trouve que, pour la souche de B. subtilis 
ulilisée, ces deux catégories comprennent les corps suivants : 

a) Substrats ternaires correspondant a des enzymes non suscep- 
libles @inhibition : saccharose, glucose, fructose, mannose, mannite. 


LYSE LIEE A L°INANITION CARBONEE ASA 


b) Substrats ternaires correspondant a des enzymes susceptibles 
d’inhibition : arabinose, sorbite, inosite, maltose, dextrine. 

On peut constater que la liste a) comprend tous les glucides 
provoquant une lyse rapide et intense, la liste b) les corps qui ne 
donnent pas leu a ce phénomeéne. Il convient cependant de faire 
une restriction pour le maltose, avec lequel, comme nous |’avons 
vu, on obtient des résultats intermédiaires. Quoi qu’il en soit, il 
y a la une remarquable coincidence qui mérite d’étre soulignée. 
I] serait bien difficile d’ailleurs d’en proposer a l'heure’ actuelle 
une explication. Le mécanisme des processus d’adaptation et 
inhibition enzymatique, qui sont A la base du phénoméne de 
diauxie, est loin d’étre clair. Il ne parait guére douteux cependant 
que ce rapprochement soit significatif. Il est permis d’en conclure 
que les phénoménes de lyse qui viennent d’étre décrits relévent 
bien dun mécanisme enzymatique et que les différences constatées 
entre l’action de glucides différents doivent avoir pour base des 
modifications ou des adaptations de propriétés enzymatiques 
acquises en présence de ces substrats. On peut espérer que les 
progrés qui pourront étre réalisés dans analyse de l’une de ces 
catégories de phénoménes éclaireront linterprétation de lautre. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


1° L’inanition carbonée provoque chez B. subtilis une lyse 
rapide et intense. 

2° Cette lyse brutale ne se produit cependant que lorsque la 
croissance a eu lieu aux dépens de certains corps ternaires (sac- 
charose, glucose, fructose, mannose, mannite). Avec d’autres (ara- 
binose, dextrine, sorbite, inosite) elle est beaucoup plus lente et 
progressive. 

3° Il est possible que ces différences soient dues a des variations 
de propriétés des enzymes responsables de l’autolyse ; variations 
qui seraient provoquées par utilisation de certains substrats. 
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LES MODIFICATIONS ANATOMO-PATHOLOGIQUES 
PROVOQUEES PAR LE BCG 
AU NIVEAU DES SCARIFICATIONS CUTANEES 


par J. BRETEY. 


(Institut Pasteur, Laboratoires de recherches sur la tuberculose.) 


La méthode des scarifications est tres favorable a Vétude des 
processus cellulaires qui suivent Vintroduction du BCG dans les 
tissus de lorganisme. II est, en effet, facile d’échelonner chez un 
méme cobaye des prélévements'de peau. I] suffit d’examiner des 
coupes orientées perpendiculairement au trait de scarification 
pour se faire une représentation exacte de Vévolution des lésions 
locales et du sort des germes introduits. 

Les coupes faites quelques minutes aprés la scarificalion mon- 
trent la plaie qui intéresse l’épiderme ainsi que la couche papil- 
laire du derme. Sur ses parois on trouve des éléments assez 
nombreux de BCG, isolés ou agglutinés en petits amas. Elle est 
en partie envahie par un exsudat lymphatique, riche en fibrine, 
mélé & un peu de sang si la scarification a lésé de petits vais- 
seaux. Il n’y a encore aucune réaction cellulaire. 

A Ja cinquiéme heure, on constate que sur une légére épais- 
seur, les bords de la plaie sont plus intensément colorés par la 
fuchsine. En effet, & ce niveau les tissus ont été meurtris par le 
traumalisme et ces régions, frappées de nécrose, seront éliminéges 
par la suite. Mais déja la réaction cellulaire est trés nette : entre 
les faisceaux conjonctifs on voit des coulées de polynucléaires 
provenant des vaisseaux lymphatiques et sanguins. Ils conver- 
gent tous vers la plaie de scarification. Celle-ci est comblée par 
un coagulum fibrineux qui retient une fraction des bacilles, mais 
un certain nombre de ces derniers sont au contact des tissus sains 
ov ils ont été entrainés par les polynucléaires qui les ont phago- 
cylés. On en retrouve a 50 p, des bords de la plaie. 

Vingt-quatre heures aprés la scarification, la coupe présente le 
meme aspect, mais plus accusé encore. Les polynucléaires, tassés 
les uns contre les autres entre les travées du tissu conjoncelif, 
forment une véritable barriére colorée par le bleu de méthylene. 
Plus en dehors se trouvent le coagulum fibrineux et les fragments 
de tissu trop lésés pour étre conservés, et dont l’ensemble, coloré 
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par le Ziehl, forme la crottelle qui va tomber rapidement. En 
profondeur, les bacilles sont plus nombreux et on les retrouve 
plus loin, entrainés par les éléments cellulaires. La congestion 
vasculaire est nette, mais il n’y a pas encore de réaction a carac- 
tere spécifique. 

Dans les jours qui suivent, la. crodtelle tombe et souvent la 
bréche épidermique est déja réparée. Nous n’avons jamais, a 
aucun moment, trouvé de bacilles acido-résistants ni de lésions 
au niveau de l’épiderme. Dans l’épaisseur du derme, a parur du 
troisiéme jour, on constate la disparition de la plus grande partie 
des polynucléaires. Ils sont ensuite remplacés par des monocytes 
assez nombreux, contenant des éléments microbiens, soit isolés, 
soit plus souvent en petits amas dont l’aspect donne l’impression 
que dés ce stade ils se sont multipliés dans une certaine mesure. 
Au voisinage méme de la scarification, on peut voir des capil- 
laires de néoformation. 

Au cours de la seconde semaine la lésion augmente d’impor- 
tance, grace a Ventrée en scene de nouveaux monocytes, et sur- 
tout de trés nombreuses cellules épithélioides. Certaines de celles-ci 
donnent par fusion de petites cellules géantes a 3, 4, 5 noyaux. 
D’assez nombreux lymphocytes sont éparpillés un peu partout. 
La congestion est assez intense. Les éléments bacillaires sont 
intracellulaires, souvent en amas. Si l'on parcourt ensemble de 
la lésion, on constate qu’ils sont beaucoup plus nombreux que 
ceux déposés par le vaccinostyle au moment de la scarification. 
Leur culture sur place est manifeste surtout vers le vingtiéme 
jour (fig Migere2)s 

Le nombre des bacilles va ensuite en diminuant, sans qu'il soit 
possible de dire par quel mécanisme exact, car on ne trouve pas 
de formes alltérées suggérant Vidée d’une destruction sur place 
par lyse ou digestion cellulaire. Maleré cette diminution du nom- 
bre des éléments acido-résistants, la lésion continue A augmenter 
jusque vers la sixiéme semaine. Elle est alors formée d’une 
grande majorité de cellules épithélioides, avee des cellules 
géantes typiques, mais moins nombreuses et moins grandes que 
celles que Pon rencontre habituellement dans les lésions a ba- 
cilles tuberculeux virulents (fig. 3). 

Dans certains cas le centre de la lésion peut tendre vers labces, 
mais la plupart du temps il n’y a pas A proprement parler de 
collection purulente. Dans cette zone, si elle existe, les bacilles 
restent plus longtemps nombreux, alors quwils deviennent trés 
rares la ott il n’y a que des cellules épithélioides. 

A partir de ce moment la lésion va en s’atténuant progressi- 
vement, (fig. 4). Finalement, sous I’épiderme absolument intact, on 
ne retrouve que quelques fibroblastes. 

Tel est le déroulement des faits chez la majorité des animaux ; 
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cependant chez certains on assiste a une évolution accélerée, s’ac- 
compagnant de réactions moindres. La multiplication des bacil- 
les est plus discréte et la lésion, beaucoup moins riche en cel- 
lules épithélioides, évolue vers la guérison histologique complete 
en trois a quatre semaines. On peut se demander si ce nest pas 
chez eux l’expression d’une résistance plus forte du terrain a 
Végard dune infection a bacilles acido-résistants. 

Dans d’autres communications faites avec L. Négre, nous 
avons montré que chez les animaux sacrifiés avec du BCG il est 
possible de mettre en évidence, de facon trés précoce, l’allergie 
et immunité : dés le quatriéme jour pour la premiére et dés le 
neuviéme pour la seconde. Aussi est-il intéressant de rapprocher 
ces constatations du type des modifications qui existent au méme 
moment au niveau du point de pénétration du vaccin. On est alors 
frappé par le caractére encore peu spécifique des lésions, par 
leur étendue relativement faible et par le nombre des éléments 
acido-résistants qui n’a pas atteimt le maximum que lon observe 
par la suite. 

Si on compare notre description a celle donnée par R. Laporte 
(C. R. Soc. Biol., 145, 3 mars 1934, p. 931), qui a observé l’évo- 
lution histologique des lésions au niveau du derme a la suite de 
Vinjection dans ce dernier de bacilles tuberculeux virulents, on 
trouve un nouvel exemple du caractére absolument bénin des 
lésions dues au BCG. Celles-ci, bien que comprenant des éléments 
cellulaires identiques & ceux des tubercules, guérissent néanmoins 
rapidement et totalement. 


RECHERCHES SUR LA TENEUR EN BORE DES GRAINES 
par GasrigeL BERTRAND (1). 


Actuellement, de tres nombreuses déterminations quantitatives de 
bore, plusieurs centaines, ont été effectuées soit chez des plantes 
entiéres, soit chez des organes séparés, a l’exclusion, toutefois, 
a peu pres totale des graines. Les résultats que nous apportons 
aujourd’hui ont pour objet de combler cette lacune. 

Dans l’intention de servir autant que possible l’intérét théo- 
rique et Vintérét pratique, nous avons choisi la plus grande 
partie des graines que nous avons examinées parmi celles qui 
servent de semences en agriculture, qui sont employées comme 
matiéres premiéres dans ]’industrie ou qui sont utilisées pour la 
nourriture de ’homme et des animaux. Nous n’avons pas oublié, 
néanmoins, de nous adresser a des représentants trés variés de 
la classification botanique. Parmi les céréales, le froment, le 
seigle, le mais, l’orge, le sarrazin et l’avoine ont été pris sous 
les formes que l’on rencontre d’ordinaire dans le commerce ; le 
riz, au contraire, a été reliré par nous des grains de paddy et 
nous avons analysé lamande entiére a l’exclusion de la dure 
enveloppe qui constitue la balle. Le café, le cacao et le poivre 
noir provenaient tels quels du commerce, tandis que nous avons 
séparé les graines ou noyaux de dattes de la chair sucrée qui 
les enveloppait. Les autres graines, depuis le radis, le pois et le 
lin jusqu’au chanvre, au ricin et au marron d’Inde, ont été ana- 
lysées de telle maniére que les chiffres que nous donnons se rap- 
portent a la graine entiére, c’est-a-dire a Vensemble amande et 
tégument. 

Faisons remarquer, enfin, que dans le cas des Ombelliféres, 
ou il est trés difficile de séparer Ja graine du péricarpe et du 
calice qui les protégent, ce que nous avons éludié sous le nom 
communément employé de « graine » n’est autre chose que le 
fruit. 

Pour l’analyse, les graines, ou soi-disant telles, ont été d’abord 
bien nettoyées, parfois lavées et séchées, puis triées une a une 
et passées au moulin. Lorsque le tégument et l’amande étaient de 
consistances trop différentes, comme dans le cas du marron 
d’Inde, on a analysé séparément Jes deux parties et Pon a tenu 
compte, dans le calcul, de leurs proportions respectives comme 
de leurs teneurs propres en bore. 

La méthode de dosage a été, comme dans nos recherches anté- 


(1) Un extrait de ce Mémoire a paru dans les C. R. Acad. Sei., 1941, 243, 
KO GO, Os Beak: 
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rieures, la méthode microcolorimétrique, ce qui a permis d’opé- 
rer sur des prises d’essai de ordre du gramme (entre 0 gr. 8 et 
1 gr. 1 dans la presque totalité des cas). 

Les résultats actuels de cette étude sont présentés dans le 
tableau par ordre croissant de la teneur en bose, rapportée a 
la matiére séche. Les majuscules G, O, P et C, apposées aux 
noms des graines, indiquent que celles-cl appartiennent aux 
familles des Graminées, des Ombelliféres, des Papilionacées et 
des Cruciféres. 

CENDRES ORE 
NOMS DES GRAINES p- 100 on ao ees 
de matiére séche Par “logramme 


de matiére séche 


INGINHES Goo GSS oo Fa Oo AO 3,40 Tee 
CACAO. hizy eee ce ee ar 7 302 7,8 
Cate dasBréstl su eee. tae eee 4,38 iss 
Seigle (géant d’hiver) G 2,04 8,9 
Mate Ge Mh: aise cy ast sae eee 4,94 9,4 
RIZsG fetes, eee age ae Se IE Are 4,60 9,4 
Féve Toma’ «5. 73steoia Gaiscceos eine aes 3,20 9,6 
Persil (Ope ves ees teens, x) is ee ne 7,70 9,8 
Luzerne: ak re 1 one ake eee Sho ono) 
Dattiers er o..aes Ses Dee caice Ee ene 4,16 40,2 
Bs6tG Boon cas oo ee ee 3,86 10,3 
Froment, Gis ay avn be sa.cse? eis) oy oe ae 2,29 10,4 
Tabacedes, pay Sansome 6 sua memes eee ee 4,40 10,4 
Marronmien dilind etcaneiy. acernce (cinta 2,86 10,6 
ion ponl CPA Ger eka eC uoe adied, Ci cuit oF 30D 40,7 
The We SEN Ok Sete: 8 gore Biecmetee oe area . 4,88 40,7 
Panarre nC: 250 ae neyo) ee Son 10,9 
SOJa se Pity, a ena ete Seca nae Boi sale 
Cerfeuil'D! os. tec a 13508 alaleoat 
COlZa Gr ne een ea 4,89 4154 
Sarrazinys 7312) & ksi eet ee Re 2,00 44,4 
Lis blanicte? ts caisson 3,25 42,0 
Fen sre cise aan. ue een see oe ine a eee 6,50 aD 
Moutardesblancie: (isomers neer ee ene 5,64 Pe) 
Chanyreyaes se eee ee ay oixby ton! en eos 20 42,5 
Orge (Ge. Mts atte, Spee eRe ee eee 3,14 43,3 
Lentille:P ia... ee tones crear ee ae 2,80 43,4 
Poise PS sae oak eee ee 3,30 13,6 
PAV OU p53 0%, eee RR ere ee Oe 2, 12 13,6 
Céleri O25. Ss reese ae aces) 9,45 AST 
‘Tretlenin canna tuber areacen seen bo als 13.7 
Pois:chichewore.ony eee ee One soo) me 14,0 
RadissC a. ae om. Zoi pee eee : 4,38 14,3 
Moutarde moire Civ. mene arin 4,00 15,0 
Cotietidre Oneal Gy. anes nee ean 5,98 18,9 
Rictine sleet f tcae ieee ee ee 3,34 45,4 
Haricot; Ps,%1, tas ce eee ee 4,33 TGret 
Poivte .. Si ce cS i! 4,26 18,6 
Iberis umbellata C... 2.0... eee a 48,7 
Petite cigué Og ee 7,20 18,8 
AmIS“OS 2 or ehiices ee eee ee cS 10,00 iW) 8) 
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Un examen quelque peu altentif de ces résultats permet de 
faire plusieurs remarques intéressantes. 

En premier leu, le bore existe dans toutes les graines exami- 
nées, ce qui étend a ces importants organes de conservation et 
de multiplication une régle qui n’avait encore été démontrée expé- 
rimentalement que pour les appareils végeétatifs. 

On rencontre le bore dans les graines a des teneurs comprises 
entre 2 milligr. 1 et 20 milligr. 6 par kilogramme de matiére 
séeche, clest-a-dire a des doses ne différant pas les unes des 
autres de plus de 1a 3. 

Chez les plantes qui les produisent, les quantités de bore sont 
beaucoup plus variables, elles ont été trouvées jusqu’ici entre 
2 milligr. 3 et 95 milligrammes par kilogramme de matiére séche, 
s’élevant ainsi dans un rapport qui va de 1 a 40. 

La compression dans les teneurs en bore quand on passe des 
plantes aux graines tend 4 masquer la régle de répartition du 
métalloide entre les groupes végétaux sur laquelle nous sommes 
revenu il y a peu de temps (2), mais il ne la masque pas en 
entier : les graines de Graminées sont toujours parmi les plus 
pauvres, celles de Papilionacées et de Cruciféres se tiennent le 
plus souvent encore en bonne place. 

Une nouveauté semble apparaitre : les chiffres trouvés pour la 
petite cigué, l’anis et la cigué vireuse, qui appartiennent a la 
famille des Ombelliféres, sont les plus élevés de la liste. Nous 
nous sommes demandé, avant de conclure a une teneur si haute 
en bore des graines d’Ombelliféres, si les chiffres donnés dans 
le tableau ne provenaient pas de ce que, dans les soi-disant 
« graines » d’Ombelliféres, les restes de péricarpe et de calice 
Btotduniont beaucoup plus de métalloide que les graines 
proprement dites qui y sont incluses. 

Pour répondre dans une certaine mesure a celle question, nous 
nous sommes adressé aux fruits de Coriandre, chez lesquels il 
est, exceptionnellement, assez facile de libérer les amandes en 
s’aidant d’un scalpel ou d’un canif. Nous avons traité 100 de ces 
fruits, pesant ensemble 1 gr. 58 et, aprés dessiccation a 100° : 
1 gr. 48 ; nous en avons séparé 0 gr. 87 de graines et 0 gr. 61 de 
restes de péricarde et de calice. L’analyse nous a donné alors 


GRAINES RESTES 
Prises d’essai, en gramme ........ 0,87 0,61 
Cendres, pour 100 de matiére séche. oo 3 pila 6,23 
Bore trouvé, en milligramme. ...... 0,04125 0,010 
Bore, par kilogramme en milligrammes. . 44,4 16,4 


résultats d’aprés lesquels les amandes du Coriandre et probable- 


(2) Ces Annales, 1941, 67, n° 2, p. 154. 
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ment des Ombelliféres ne présenteraient pas une teneur aussi 
exceplionnelle qu’il apparaissent d’abord, mais se rangeraient 
cependant parmi les plus riches, en bonne place 4 coté des graines 
de Papilionacées et de Cruciféres. 

Une conséquence d’intérét physiologique particulier découle de 
Vinégale concentration du métalloide dans les graines et dans les 
plantes qui les produisent. Chez les espéces qui sont relativement 
riches en bore, les graines renferment des proportions du métal- 
loide notablement plus petites que les plantes. C’est l’inverse qui 
a lieu chez les espéces les plus pauvres. Tout se passe comme s'il 
existait chez ces derniéres un mécanisme compensateur assurant 
a la graine un approvisionnement en bore peu éloigné de celui qui 
existe dans les graines des espéces les mieux pourvues. 

Ainsi le passage des substances minérales du corps de la plante 
dans les graines ne serait probablement pas aussi simple qu’on 
avait été tenté jusqu’ici de Vimaginer. De nouvelles observations 
devront étre faites pour en éclairer le véritable processus. 


ACTION PHYSIOLOGIQUE ET THERAPEUTIQUE 
DES COMPOSES DU GERMANIUM 
SUR LES ANIMAUX ET LES PLANTES 


par ArakeL TCHAKIRIAN. 


PROPRILTES PHYSIOLOGIOoUES. — Le germanium existe normale- 
ment dans l’organisme humain ; il forme un des constituants nor- 
maux du plasma sanguin [4]. 

Les premiers travaux sur les effets physiologiques des compo- 
sés du germanium sont de date récente. 

Il a été démontré que le dioxyde de germanium (GeQ,), en 
solution aqueuse, injecté aux rats albinos a la dose de 180 me. 
par kilogramme de poids de corps, ne produit aucune eschare 
et n’est pas toxique [2]. Au point de vue de la toxicité, il res- 
semble aux terres rares [8]. Par contre, les sels germaneux 
(GeO) sont trés toxiques et sont des réducteurs énergiques (re- 
cherches inédites de A. Tchakirian). Certains auteurs ont attri- 
bué a Voxyde de germanium un pouvoir érythropoiétique tres 
net et ont préconisé son emploi contre Vanémie pernicieuse. Le 
rein l’élimine rapidement [4 et 5]). Mais Paugmentation des glo- 
bules rouges a été réfutée par Bodansky [6]. 

Chez les lapins, le dioxyde de germanium, employé sous forme 
de tartrate double de sodium et de germanium, injecté a Ja dose 
de 15 mg de GeO, par kilogramme de poids de corps, produit 
une augmentation temporaire des érythrocytes. Une application 
parentérale de 30 mg. de GeO, porte pendant plusieurs jours a 
1,9 millions le nombre des érythrocytes et a 35 p. 100 le contenu 
de l’hémoglobine dans le sang [7]. 

De méme, V. Myers et H. Beard ont montré que le germanium, 
comme le cuivre et le manganése, favorisent considérablement 
Vaction des composés ferriques en sensibilisant, pour ainsi dire, 
le systéme hématopoiétique a Vaction de ce dernier. C’est ainsi 
que chez le rat nourri au lait, a qui l’on donne journellement 
0,5 mg. de fer, l’addition des produits ci-dessus indiqués, pro- 
voque une poussée érythrocytique particulicrement marquée et 
une atlénuation considérable des symptomes anémiques [8]. 

Le dioxyde de germanium, administré a fortes doses, peut 
modifier si fortement l’état général de Vorganisme, qu’il en 
résulte une perte de poids. 
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L’hydrure de germanium (GeH,) est bien moins toxique que 
Vhydrure d’étain (SnH,) qui est un poison trés violent pour les 
souris et les cobayes et non pour les grenouilles. La toxicité de 
Vhydrure de germanium semble dépendre, comme dans le cas de 
Vhydrure d’étain, de l’action sur le systeme nerveux central. Le 
sang n’est pas altéré [9]. 


AcTIoN DU GERMANIUM SUR LES CARCINOMES. — L’action des com- 
posés du germanium sur les carcinomes a été étudiée par quel- 
ques auteurs, notamment par Fusao-Ischiwara au cours de ses 
essais sur 25 éléments. Il distingue quatre groupes, suivant l’effet 
des éléments sur la croissance des tumeurs cancéreuses. Dans le 
quatriéme groupe, il classe les six éléments suivants : Césium, 
Cérium, Germanium, Sélénium, Scandium et Ytterbium, dont 
laction inhibitrice sur la croissance du cancer est certaine. Le 
Germanium a été essayé ici sous forme de dioxyde [410]. 

Ces résultats ont été contestés par Burton, T. Simpson et Mil- 
lard C. Marsh [44]. 

L’action de différents composés organiques du germanium sur 
la croissance des carcinomes a été étudiée d'une facon systématique 
par MM. Rothermandt et Burschkies [42]. 

Le tableau ci-dessous donne la liste des composés expérimentés, 
leur composition chimique et la dose nuisible pour les souris 
blanches, en milligrammes par 20 gr. d’animal. 


Dioxyde:dejgermanium=GeO si ~ cp ares cient renee 25 
DisulfuregdercermaniwmiGe Soe mean a eee 12,5 
Métraéihyle de-eernvaniime (CS), Gre mame transi nucnen mente 50 
Tétra-iso-amylgermanium (C;H,,),Ge ............ 50 
Chlorure de tri-cyclohéxyl germanium (C,H,,),GeCl. ... . 25 
Bromure de tri-cyclohéxyl germanium (C,H,,),GeBr. . .. . 50 
lodure de tri-cyclohéxyl germanium (C;H,,),Gel. ..... . 50 
Hydroxyde de tri-cyclohéxyl germanium (C,H,,),GeOH ... 50 
Nétraphéenyligernrani wna (Coke), Ge aancmre ie meee ree 50 
Tétrabenzyli germanium (CpHy.— Cia); Ge-yrenrmen eee 25 
Tétraparatolyl germanium (CH, —C,H,),Ge......... 50 
Hexaphényl digermanium (C,H,);Ge — Ge(C,H,);. ...... 50 
Oxyde de triphényl germanium (C,H,),Ge —O— Ge(C,Hy); . 50 
Bromure de tribenzyl germanium (C,H, —CH,),GeBr. ... 100 
lodure de tribenzyl germanium (C,H; —CH,),Gel...... 50 


Anhydride de l’acide bis-phénylgermanique (C,H,GeO),0 . . 42,5 
Anhydride de l’acide bis-p-tolylgermanique(CH;—C;H,GeO),0. 25 
Anhydride de Vacide bis-p-diméthyl-amino-phénylgerma- 


mignrey (CHAIN Cals Ge Ojls ©iee mae ener nen 25 
Anhydride de lacide bis-p-diéthyl-amino-phénylgermanique 

ICO CPAKOR SINE ONO) na Go G bg oop eo 6 eo wu 5 me 50 
Anhydride de l’acide bis-nitro-diméthyl-amino-phénylgerma- 

miguel | (CHe)SNC. He (NOs) Ge O)|s 0) meee ae 50 
Sesquisulfure de diphényl germanium (C,H,GeS),S.... . 25 
Sesquisulfure bis-4-diméthyl-amino-phényl germanium 

KO PPINIC AS RECIIASH pepmic iin, Gly obo Goc 0 0-6 0 oa 50 


Sulfure de tribenzyl de germanium (C,H,CH,),Ge—S 
— Ge(CH, — C,H,), wang 
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D’apres les auteurs, les résultats obtenus avec les composés 
aliphatiques et aromatiques du germanium sont peu intéressants 
au point de vue de la thérapeutique du cancer. Par contre, ils ont 
observé que dans les essais prophylactiques, la vitesse de crois- 
sance des tumeurs était bien abaissée par rapport a celle des 
essais de controle correspondants. 

Ces mémes auteurs ont montré que la toxicité des combinai- 
sons de germanium est trés faible par comparaison a celle des 
composés de l’étain et dépend de la structure de la molécule. Il 
s’avére ainsi que le bisulfure de germanium comme I|’anhydride 
de Vacide diphényl germanique sont plus toxiques que les com- 
binaisons halogénées du benzyl-germanium. Les dérivés alcoylés 
et phénylés du germanium, tels le germanium tétraméthyle et le 
germanium tétraéthyle ne sont pas toxiques. Tandis que les déri- 
vés correspondants de |’étain sont, au contraire, de violents poi- 
sons du systéme nerveux. 

Les mémes auteurs ont aussi expérimenté l’effet thérapeuti- 
que des combinaisons indiquées dans le tableau, sur des souris 
qui avaient été, la veille, inoculées avec des trypanosomes (Na- 
gana), des spirochétes, des pneumocoques et finalement des strep- 
tocoques. On n’a pas obtenu d’effet thérapeutique, ou méme de 
changement dans l’évolution de la maladie, qu’on administre la 
dose tolérée ou la dose toxique. 

D’autres auteurs ont montré que le pouvoir trypanocide du 
sang humain séché, est renforcé en présence de germanium [43]. 

J. Bardet, F. Billon et A. Tchakirian ont étudié laction du 
dioxyde de germanium en solution aqueuse, soit seul, soit en 
présence de mannite, sur Jes tumeurs épithéliales et sarcoma- 
teuses expérimentales des souris et des singes (Recherches iné- 
dites, 1929-1932). 

La solution mannitique utilisée était obtenue en dissolvant 
10 g. de dioxyde de germanium en présence de 20 g. de mannite, 
par ébullition dans un litre d’eau distillée. Dans ces conditions, se 
forme lV’acide mannitodigermanique de formule [Ge,O,(m)n]H,, 
qui présente manifestement les caractéres d’un complexe par- 
fait. La solution de l’acide mannito-digermanique possede un 
pH = 4,0, alors que le pH de la solution aqueuse de l’oxyde 
GeO, est environ 6,8 (6 g. GeO, p. 1.000) [44]. 

Bien qu’il ait été possible d’obtenir quelques résultats satisfai- 
sants, ces recherches ont dt étre prématurément interrompues, 
par suite du manque de ressources. L’inconstance de données 
expérimentales insuffisantes ne nous a pas permis de conclure a 
une action efficace du germanium sur les carcinomes. 

On n’a que peu de données sur le traitement du cancer humain 
par le germanium. Dans le but d’apporter une contribution a 
cette étude, J. Magrou et A. Tchakirian ont essayé, a la Salpé- 
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triére, dans le Service de M. le Professeur A. Gosset, Vaction du 
germanium sur le cancer. 

Deux malades atteints d’épithéliomas inopérables ont été traités 
par injections intraveineuses d’oxyde de germanium a état de 
tartrate soluble. Le premier malade, présentant un volumineux 
épithélioma de la région du larynx et du plancher de la bouche, 
s’accompagnant de géne intense de déglutition et de cornage, a 
présenté, au bout de douze jours, une améloration passagére, 
se traduisant par la disparition du cornage et de la géne de déglu- 
tition, avec reprise de l’appétit. Puis son état s’est a nouveau 
progressivement aggravé et le malade a succombé deux mois 
apres le début du traitement. 

Dans le second cas, il s’agissait d’un épithélioma inopérable 
du rectum, traité par un anus artificiel, Un examen rectoscopi- 
que pratiqué un mois aprés le début du traitement par le germa- 
nium, n’a montré, par rapport a Vexamen fait avant ce traite- 
ment, ni diminution ni augmentation de la masse. Mais les bour- 
geons étaient plus lisses, moins friables et moins saignants. Le 
malade a augmenté de poids, passant de 66 kilogr. 9 a 72 kilogr. 25 
en trois mois. Par la suite, les recloscopies successives ont mon- 
tré une augmentation progressive de la tumeur, et le malade a 
succombé un mois aprés le début du traitement. I] est & noter que 
les deux malades ont succombé sans douleur. 

On a aussi essayé sur deux autres malades, Vaction du tétra- 
thioorthogermanante de phényl [45] (SC.H;),Ge, en solution 
huileuse, administré par injections intra-musculaires comme dans 
les cas précédents ; les tumeurs ont diminué de volume, mais les 
malades ont succombé sans douleur aprés quelque temps (recher- 
ches inédites 19382-1941). 

dn résumé, dans ces 4 cas, qui étaient d’ailleurs désespérés, le 
traitement par le germanium n’a été suivi que d’une améliora- 
tion fugace. Ces résultats encouragent toutefois A poursuivre les 
essais, en cherchant & administrer le germanium sous une forme 
plus efficace, comme dans le cas de la chimiothérapie arsenicale 
de la syphilis par exemple, par de l’atoxyl ou le salvarsan. 


L’acTION PHYSIOLOGIQUE ET THERAPEUTIQUE DU GERMANIUM SUR 
LES PLANTES. — L’action du germanium a été aussi étudiée sur les 
plantes. On offre a différentes plantes jusqu’é 10 mg. de germa- 
nium par kilogramme de terre. Dans ces conditions, elles absor- 
bent et fixent jusqu’a 75 p. 100 de la quantité contenue dans le 
milieu. De faibles concentrations ont toujours un effet toxique, 
qui se traduit par une croissance ralentie et un jaunissement des 
feuilles. 

L’Aspergillus niger emmagasine de fortes quantités de germa- 
nium, sans que la croissance en souffre. Les cendres peuvent con- 
lenir jusqu’a 3,7 p. 100 de germanium [46]. 
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A. Gosset, J. Magrou et A. Tchakirian ont étudié l’action de 
divers éléments sur les tumeurs produites chez le Pelargonium 
zonale par linoculation du Bacterium tumefaciens. 

Ils ont observé que, seul, parmi les éléments essayés, le ger- 
manium, introduit dans la circulation générale de la plante, a 
manifesté une action élective sur-les tumeurs, dont il a provoqué 
la nécrose en quelques jours, nécrose d’ailleurs incomplete, puis- 
que des récidives se produisent aux dépens d’ilots méristémati- 
ques restés vivants. Aux concentrations de 0,18 et de 0,9 p. 1.000, 
le germanium n’empéche pas la culture du Bacterium tumefa- 
clens, mais la ralentit légérement [417]. 
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COMMUNICATIONS (SUITE ET FIN) 


SUR LA STRUCTURE 
DES PARACRISTAUX DE LA MOSAIQUE DU TABAC 
EXAMINES A L'ULTRAMICROSCOPE 


par P. LEPINE et P. JEANTET. 


La forme et l’aspect microscopique en lumiére transmise des para- 
cristaux obtenus par Stanley dans la préparation du _ virus de la 
mosaique du tabac & ]’état 
de protéine purifiée sont 
familiers 4 tous. Nous avons 
eu l’occasion de constater 
que ces mémes paracris- 
taux examinés au micro- 
scope sur fond noir pré- 
sentaient un aspect inat- 
tendu, qui tradnit Jeur 
structure mésomorphe, au- 
jourd’hui couramment ad- 
mise. 

La souche francaise qui 
a servi a nos essais a été 
isolée par l’un de nous. Le 
matériel virulent originel 
(feuilles de Nicotiana taba- 
cum) provenait d’une plan- 

Fic. 4. tation contaminée de ta 
région de Milly (Seine-et- 

Marne) et nous a_ obli- 

geamment été adressé par la Régie des Tabacs. Le virus a été isolé en 
suivant ja technique de Gratia et Manil (1) combinée A celle 


de 


(1) A. Gratra et P. Mantz, C. R. Soc. Biol., 1937, 126, 423. 
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Stanley (2). Finalement concentré par hypercentrifugation, le virus a 
subi 5 précipitations successives par le sulfate d’ammonium acétifié, 
alternant avec la remise en solution dans un tampon a pH 7,2. 

L’aspect macro- et microscopique des cristaux en aiguilles de Stanley 
que nous avons obtenus est typique. Par contre, examinés sur fond 
noir (ultra-microscope)), Vaspect des cristaux est bien différent. Ils 
apparaissent comme formés de la conglomération en faisceaux paral- 
léles d’éléments effilés de taille plus réduite, mesurant (d’aprés mensu- 
ration sur Je cliché original d’un grossissement de 1.050) de 
7a 10 w x 0,38 40,6 w pour les plus grands, les plus petits ayant de 
0,4 21,8 w (fig. 1). 

Cet arrangement fasciculé, si nettement visible, illustre bien le 
schéma désormais classique de Bernal et Fankuchen (8). Il résulte de 
la disposition nématique des molécules dans les paracristaux de Stanley. 

I] n’est pas sans intérét de constater que les figures que nous avons 
ainsi obtenues reproduisent, agrandie a 1]’échelle microscopique, la 
structure a l’échelle moléculaire que nous avons pu observer sur les 
clichés d’hypermicroscopie électronique de von Borries et E. et H. 
Ruska présentés par M. Levaditi a notre séance du 6 novembre 1941. 


Unstitut Pasteur.) 


Séance du 4 juin 1942. 


Présidence de M. JAcouEs TREFOUEL. 


‘COMMUNICATIONS 


FERMENTATION DE LA CELLULOSE 
PAR 7ERMINOSPORUS THERMOCELLULOLYTICUS 


(POCHON 1942) 
RENDEMENT EN GLUCOSE ET EN ALCOOL 


par J. POCHON. 


Nous avons exposé ici, le 3 mars dernier, le résultat de recherches 
avant abouti A Visolement d’une espéce cellulolytique thermophile 
nouvelle : Terminosporus thermocellulolyticus. Il s’agit essentiellement 
d’un anaérobie qui, dans les conditions optima de culture a 60-65°, 


(2) W. M. Srantey, Ergeb. Physiol., 1937, 39, 294. 
(3) J. D. Bernat et Fanxucuen, Nature, 1937, 439) 923: 


468 ANNALES DE-L’INSTITUT PASTEUR 


fait fermenter 95 p. 100 de la cellulose du milieu avec formation d’acides 
volatils (acides acétique et butyrique en parties égales) et de gaz. Ainsi 
que nous l’annoncions, nous nous sommes depuis attaché a étudier 
l'action de certaines modifications des conditions de culture sur le 
rendement en alcool et en glucose, corps qui n’apparaissent normale- 
ment qu’a Vétat de traces. 

Dans le métabolisme de la fermentation réalisée en conditions optima, 
le glucose, terme intermédiaire d’hydrolyse de la cellulose, est intégra- 
Jement transformé par les corps microbiens en acides et en gaz, et 
n’apparait pas dans le milieu de culture. Si, a4 l’acmé de la termen- 
tation, on ajoute au milieu un antiseptique qui arréte le métabolisme 
bactérien, mais laisse agir ]’endocellulase des bactéries fixées sur les 
fibres, on voit apparaitre du glucose qui s’accumule dans le milieu (1). 
Nous avons pu, avec cette méthode, en utilisant le toluéne comme anti- 
septique, obtenir des rendements en glucose de l’ordre de 20 a 50 p. 100 
de la cellulose mise en fermentation (papier). La réaction doit étre 
inaintenue au voisinage de la neutralité, une acidification du milieu, 
favorable pour d’autres germes cellulolytiques [Pl. cellulolyticum] (2) 
abaisse considérablement le rendement. Les taux que nous avons 
obtenus dépassent de beaucoup ceux signalés par Scott, Fred et Peter- 
son (3) avec Terminosporus thermocellus. Signalons que, dans ces 
conditions, le rendement en acides volatils est considérablement dimi- 
nué ; le rendement en alcool reste trés faible. 

C’est, en effet, avec une tout autre technique de culture que, uti- 
lisant la méme souche, nous avons pu obtenir des proportions impor- 
tantes d’alcool dans le milieu. En commencant la culture en anaéro- 
biose, puis, a l’acmé de la fermentation, en passant au contraire a une 
aérobiose aussi poussée que possible, nous avons obtenu des rendements 
en alcool de l’ordre de 10 p. 100 de la cellulose mise en fermentation. 
Dans ces conditions, le taux des acides est iégérement diminué ; il n’y 
a pas trace de glucose. Ce rendement est sensiblement équivalant 4 ceux 
obtenus par Perwozwansky et Tschestowa (4). Le principe de la techni- 
que que nous avons utilisée est d’ailleurs en contradiction avec les 
observations de Veldhuis, Christensen et Fulmer (5) qui, opérant avec 
une culture impure, obtiennent une baisse du rendement en alcool 
em aérobiose ; il est probable que, dans ce cas, les aérobies associés 
utilisent l’alcool formé. 

Quoi qu’il en soit, ces recherches montrent, du point de vue théo- 
rique, la trés grande plasticité de Ja fermentation de la cellulose 
te métabolisme d’une méme souche peut étre orienté dans des direc- 
lions trés différentes ; du point de vue pratique, elles vérifient les 
résultats, obtenus par des techniques sous brevets, signalés par les 
auteurs allemands et américains, pour l’obtention directe d’alcool, par 
voie biologique, 4 partir de la cellulose. 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches.) 


(1) Princsnem, Zentralbl. Balkt., J, 1913, 38, 513. 

(2) Pocuon, ces Annales, 1935, 55, 676. 

(3) Scorr, Frep et Prrerson, Ind. Eng. Chem., 1930, 731. 

(4) Perwozwansky et Tscurstowa, Microbiologia, 1936, 5, 388. 

(5) VeLpHurs, CnrIisTEeNseN et Futmer, Ind. and Eng. Chem., 1936, 430. 
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SUR LA SPECIFICITE DU FACTEUR V 


ABSENCE D’ACTIVITE DE L’ALLOXAZ!INE-ADENINE-DINUCLEOTIDE 
POUR HEMOPHILUS PARAINFLUENZAE 


par AnprE et Marcurrire LWOFF. 


Les substances thermolabiles nécessaires 4 Hemophilus parainfluenzae 
et a Hemophilus influenzae [Davis, 1917 (1)], le facteur V de Thjétta 
ct Avery (3) ont été identifiées aux coenzymes I et II [A. ct M. Lwoff, 
1936-1937 (3) ]; celles-ci possédent les mémes propriétés que le facteur V 
et les solutions de ces corps a l’état pur peuvent remplacer les extrails 
de levure ou Je sang pour la culture in vitro du bacille de Pfeiffer. 

Ni lacide, ni l’amide nicotiniques, ni l’acide adénylique (de muscle 
ou de levure) ne peuvent remplacer le facleur V. Les essais négalifs, 
réalisés en eau peptonée, que l’on sait aujourd’hui étre riche en nico- 
tinamide, démontrent que le bacille de Pfeiffer est incapable de syn- 
thétiser les codéshydrogénases a partir de Vacide adénylique et de la 
nicotinamide. 

En 1938, Warburg et Christian (4) ont obtenu a l'état pur le cofer- 
ment de l’oxydation de la d-alanine et établi sa constitution : il 's’agit 
dune alloxazine-adénine-dinucléotide que l’on peut considérer, d’aprés 
la formule hypothétique de Baumann et Stare (5), comme trés voisine 
d’une cozymase dans laquelle la nicotinamide serait remplacse par 
l’alloxazine. On était donc en droit de se demander si le coferment de 
l’amino-acide-oxydase ne pourrait remplacer le facteur V pour la crois- 
sance des Hemophilus. 

Le milieu de base a la constitutien suivante : 


Protéeoseupeptone Dicom. ecu ss sr el ole 20 g. 
BQ Ue iStill Cmts sy ce Stress eens ae AG 4.000 
SOMO hy ho Be Sees poe ie hoarse vere ta oar: Q. S. pour pH 7,4 


L’alloxazine-adénine-dinucléotide a été utilisée sous forme d’un pro- 
duit pur que nous devons a J’obligeance du professeur Otto Warburg ; 
elle a été stérilisée par filtration sur bougie Chamberland L-3 (il n’y a 
pas d’adsorption notable) et ajoutée au milieu de telle sorte que sa 
concentration soit de 1 p. 200.000. 

Les souches (Hemophilus parainfluenzae n° 4101 de la collection du 
Lister Institute) subissent d’abord deux passages en eau peptonée + 
extrait de levure — apportant le facteur V — puis un passage en eau 
peptonée seule, pour éliminer l’excés de facteur V. 


G)) 10s Us IDA th Hei DIS. II, 7A BeRe 

(2) T. Tuiétra et O. T. Avery, Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1920, 
48, 197; J. exp. Med., 1921, 34, 97 et 455. 

(3) A. Lworr et M. Lworr, C. R. Acad. Sci., 1936, 203, 520 et 896 ; ibid., 
1937, 204, 1510; Proceed. Roy. Soc. London, Séries B, 1937, 122, 352; ces 
Annales, 1937, 59, 129. 

(4) O. Warsure et W. Curistian, Naturwiss, 1938, 26, 201. 

(a) C. A. Baumann et F. J. Stare, Physiol. Rev., 1939, 19, 353. 
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A partir d’une telle culture-souche de vingt-quatre heures (a 37°), on 
ensemence le milieu : 


A. Sans addition’. témoin = seek ee eee eee 0 
2. + facteur V (sous forme de cozymase pure) ..... . 5 os) SIE 
3. + alloxazine-adénine-dinucléotide. ...-....-..-.-- 0 
4, + alloxazine-adénine-dinucléotide + facteur V.....-.. + 


Il n’y a pas de développement dans le tube 1 ; l’ensemencement n’a 
done pas apporté de facteur V. Il n’y a pas de développement dans le 
tube 3; ceci veut dire que, 4 la concentration utilisée (1 p. 200.000), le 
coferment de l’amino-acide-oxydase est incapable de remplacer le fac- 
teur V, encore actif 4 une dilution de 1 p. 270.000.000. Le développement 
qui se produit dans les tubes 2 et 4 montre : 2, que ]’ensemencement a 
apporté des germes viables ; 4, que l’alloxazine-adénine-dinucléotide est 
dépourvue d’action inhibitrice. 

Des résultats identiques ont été obtenus en eau peptonée additionnée 
de glucose. 

Nos expériences montrent donc que 1]’alloxazine-adénine-dinucléotide 
ne peut remplacer les coenzymes I et IH! comme facteur de croissance 
pour Hemophilus parainfluenzae. 


(Service de Physiologie microbienne, Institut Pasteur.) 


ETUDES SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 


Ill. — QUELQUES ASPECTS CHIMIQUES 
DU POUVOIR ANTISULFAMIDE DES PEPTONES : HYDROLYSE 


par J. TABONE, F. NITTI et H. MOUSSET. 


Les substances servant de support a l’activité antisulfamide des 
peplones ont une vitesse de dialyse trés faible (1). Ce fait nous a conduits 
i penser qu’il pouvait exister une relation entre la structure peplidique 
des peptones et leur activité antisulfamide. C’est afin de vérifier la vali- 
dité de cette hypothése que nous avons abordé dans ce travail 1’étude 
de l’évolution du pouvoir antisulfamide des peptones au cours de leur 
hydrolyse. 

TECHNIQUE ET RESULTATS. 


250 c. c. d’une solution renfermant 50 g. de peptone et 100 c. c. d’HCl 
concentré sont placés dans un ballon surmonté d’un réfrigérant A 
reflux. Le ballon plonge dans un bain-marie a ]’ébullitiom. Les prises 
d’essai sont neutralisées puis amenées a une concentration identique 
(correspondant a 5 p. 100 de peptone). On détermine sur ces prises 
d’essai le pouvoir antisulfamide et 1'N aminé dosable au Van Slyke. La 
figure 1 reproduit les résultats obtenus. Le pouvoir antisulfamide baisse 
considérablement au cours de l’hydrolyse. La baisse est d’abord brusque 
puis modérée, enfin sensiblement nulle. Remarquons, sur la figure 1, 
gu’a la baisse du pouvoir antisulfamide correspond l’augmentation de 
lazote aminé et qu’a la stabilisation du pouvoir antisulfamide corres- 
pond Ja constance de l’N aminé. 


(1) J. Tasone et F. Nirtr, Ass. Mier. L. Frane., ces Annales, 1942, 68, 360. 
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_Discussion DES RESULTATS. — Ces résultats peuvent s’interpréter en 
disant qu’il existe dans les peptones un pouvoir antisulfamide labile 
(95 pour 100 du pouvoir antisulfamide total) et un pouvoir antisulfa- 
mide stable (5 pour 100 du pouvoir antisulfamide total). On peut aussi 
admettre qu’il n’existe dans les peptones que le seul pouvoir anti- 
sulfamide labile, le pouvoir antisulfamide stable ayant son origine dans 
les produits de décomposition des substances antisulfamides labiles. La 
coincidence entre la chute du pouvoir antisulfamide et l’augmentation 
de V'N aminé permet d’envisager entre autres hypothéses, celle selon 
laquelle il existerait nécessairement un rapport entre la structure pepti- 
dique des peptones et leur pouvoir antisulfamide. Si cette hypothése 
devait étre retenue il faudrait rechercher si le pouvoir antisulfamide des 
peptones est da a l’existence d’un peptide hautement spécifique ou a 
un ensemble de peptides jouissant de propriétés physico-chimiques 
communes. Dans la premiére éventualité une partie infime des peptones 


8 
7, I 
6 
5 
4 
eo) 
2 
7 I 
5 10 15 20 25 50 35 40 
Heures 
Fic. 1. — On porte en abscisse la durée de hydrolyse exprimée en heures et 


en ordonnée pour la courbe I le pouvoir antisulfamide exprimé en gouttes 
d’une solution au centiéme de 1.162 et pour la courbe Il le volume d’N aminé 
dosable au Van Slyke. 


serait 4 l’origine du pouvoir antisulfamide. Dans la seconde éventualité 
une partie, peut-étre notable, des peptones interviendrait dans la pro- 
duction de leur qualité antisulfamide. Ces deux éventualités s’accom- 
modent trés bien des résultats déja publiés (1), relatifs 4 1évolution du 
pouvoir antisulfamide des peptones au cours de leur acétylation. Des 
expériences sont en cours qui préciseront les résultats de cette étude. 
On se propose, en particulier, d’étudier i’évolution du pouvoir anti- 
sulfamide des peptones en se placant dans des conditions d’hydrolyse 
moins brutales que celles adoptées dans le présent travail. 


IV. — QUELQUES ASPECTS CHIMIQUES 
DU POUVOIR ANTISULFAMIDE DES PEPTONES : DIAZOTATION 


par J. TABONE, F. NITTI et H. MOUSSET. 
Dans une note précédente (1) nous avons montré que le blocage de 
certaines fonctions aminées des peptones par des radicaux acétyles était 


(1) J. Tasone et F. Nitti, Ass. Micr. L. Frane., ces Annales, 1942, 68, 360. 
Annales de l'Institut Pasteur, t. 68, n°? 9-10, 1942. 33 
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suivi d’une baisse notable du pouvoir antisulfamide. Nous nous propo- 
sons, dans le présent travail, de préciser si les fonctions amines 
« actives » sont des fonctions amines grasses ou des fonctions amines 
eromatiques et, dans ce dernier cas, s'il s’agit de Ja fonction amine de 
l'acide p-amino-benzoique. 


TECHNIQUES ET RESULTATS. 


1° CopULATION DES DIAZO-PEPTONES. — a) Comportement respectif des 
dérivés de copulation des peptones et de Vacide p-aminobenzoique 
vis-a-vis des solvants organiques. — Contrairement aux dérivés de copu- 


lation donnés par l’acide p-aminobenzoique [méthode de Marshall (2) | 
les dérivés de copulation des peptones ne sont pas solubles dans |’alcool 
amylique. L’acide p-aminobenzoique ajouié 4’ une scluiion de peptone 
garde, dans le mélange, le caractére qui cifférencie son groupement 
aminé des groupements aminés aromatiques des peptones. 

b) Relation entre Vintensité de coloration des dérivés de copulation 
de différentes peptones et le pouvoir antisulfamide de ces derniéres, — 
Il n’existe aucun rapport entre ces deux caractéristiques d’une peptone 
(voir tableau I). 


TaBLeau I. 


INTENSITE 
de coloration 
des dérivés 

de copulation (1) 


POUVOIR 
antisulfamide 
des peplones (2) 


Reptone eyallllaniti asa mecun ene 18 8 
Peptone:Chapoteaul 352-05 . - 9.1% 34 2 
Peptonem Witten qari sacie a eke eee 40 4 
Reptonesarachide. 21. ss eieesn-a tas een 24 0,4 
PeptonesS312 Beene mes ener ae 5 0,4 


(1) Ces valeurs, exprimées en graduations de I’électrophotométre de Meunier, sont re!a- 
tives a des solutions renfermant environ 4 p. 100 de peptone. 

(2) Ces chiffres expriment le nombre de gouttes d'une solution de 1.462 au centiéme 
neutralisées, aprés vingt-quatre heures, par V gouttes dune solution 4 15 p. 100 de la 
peptone ueutralisce. 


2° HyDROLYSE DES SELS DE DIAZONIUM DES PEPTONES ET DES SFLS DE DIAZO- 
MIUM OBTENUS A PARTIR DES HYDROLYSATS DE PEPTONES (ACTIVITE ANTISULFA- 


MIDE DES NOUVEAUX DERIVES). Tandis que lacide p-aminobenzoique 
apres diazotation et chauffage a 100° perd complétement son pouvoir 
antisulfamide, les peptones et leurs hydrolysats, traités de la méme 
facon, gardent tres sensiblement leur activité initiale (voir tableau ID). 
Dans le cas du mélange peptone (ou hydrolysat de peptone) + acide 
p-aminobenzoique, le pouvoir antisulfamide baisse considérablement 
apres diazotation et chauffage. Cependant le pouvoir antisulfamide 
résiduel du mélange est supérieur 4 celui de la peptone (ou de Vhydro- 
lysat_ de peptone). Une faible quantité d’acide p-aminobenzoique 
échappe, en effet, A la diazotation quand cetle-ci-se fait en présence de 
peptone (ou d’hydrolysat de peptone). Cette quantité évaluée selon la 


(2) Marsuaty, J. biol. Chem., 1939, 128. 537. 
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TABLEAU II. 


Peptomes(t imi lt so eneeaes Hydrolysat de peptone... . 
Peptone apris diazotation et chauf- Hydrolysat de peptone aprés 
yD (yo 5 2 diazotation et chauffage. 


Peptone ++ acide p-aminobenzoique. Hydrolysat de peptone + acide 
p-aminobenzoique. .... . 
Peptone + acide aminobenzoique Hydrolysat de peptone + acide 

aps diazotation et chauffage (3). p-aminobenzoique apres dia- 


; zotation et chauffage (2). 

Acide p-aminobenzoique ... -. 2| Acide p-aminobenzoique . 

Acide p-aminobenzoique aprés 
diazotation et chauffage (2) . 


(1) Ces chiffres expriment le nombre de gouttes dune solution de 1.162 au centiéme, 
neutralisée, aprés vingt-quatre heures, par V goutles dune solution 45 p. 100, dans le 
cas de la peptone el de son hydrolysat, V gouttes d'une solution renfermant 15 c.c. 
acide p-aminobenzoique au 1/10.000 dans 100 c.c. @eau dans le cas de l’acide p-amino- 
benzoique, V gouttes dune solution renfermant pour 100 c.c., 5 @. de peptone (ou d’hydro- 
lysat de peptone) et 15 c.c. d’acide p-aminobenzoique au 1/10.000 dans le cas du mélange 
de peptone (ou hydrolysat de peptone) + acide p-aminobenzoique. 

(2) Les solutions, aprés diazotation, sont exactement neutralisées. 

(3) On a vérifié, préalablement, que l’acide p-aminobenzoique ne présente aprés diazo- 
tation et chauflage aucune action bactériostatique ou antiseptique. 


technique de Marshall est trés faible et, fait important sur lequel on 
aura l’occasion de revenir, cette quantité est bien plus petite que celle 
gui justifierait la différence qui existe entre le pouvoir antisulfamide 
du mélange peptone (ou hydrolysat de peptone) aprés diazotation et 
chauffage et celui de la peptone seule (ou de lVhydrolysat de peptone). 
Remarquons également la valeur extrémement élevée du pouvoir anti- 
sulfamide du mélange peptone (ou hydrolysat de peptone) + acide 
p-aminobenzoique. Il est environ sept fois supérieur 4 la somme des 
pouvoirs antisulfamides des deux constituants dans le cas du mélange : 
peptone + acide p-aminobenzoique et cing fois supérieur dans le cas 
du mélange : hydrolysat de peptone + acide p-aminobenzoique. 


DISCUSSION DES RESULTATS. 


Le ‘fait que la coloration développée par les solutions de peptone aprés 
diazotation et copulation n’est pas soluble dans lalcool amylique plaide 
en faveur de l’absence dans les peptones d’acide p-aminobenzoique 
libre. 

Le fait que le pouvoir antisulfamide des peptones ne varie pas apres 
diazotation et qu’il n’existe aucun rapport, chez les différentes pep- 
tones essayées, entre leur pouvoir antisulfamide et l’intensité de colo- 
ration de leurs dérivés de copulation, confirme l’hypothése précédente, 
permet de supposer que l’acide p-aminobenzoique n’est pas engagé 
dans un peptide dans lequel il constituerait te chainon terminal, le 
groupe aminé de l’acide p-aminobenzoique restant libre, et rend enfin 
yraisemblable l’hypothése selon laquelle les fonctions amines aroma- 
tiques n’interviennent pas dans la production de Ja qualité antisutfa- 
mide des peptones. Par voie de conséquence on en déduit que les fonc- 
‘tions amines, qui jouent un rdle prédominant dans le phénoméne qui 
nous intéresse, sont des fonctions amines grasses. 

Enfin, le fait que les hydrolysats de peptone gardent leur pouvoir 
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antisulfamide initial aprés diazotation tend a nous faire admettre que 
l’acide p-aminobenzoique n’est pas, non plus, a Vintérieur d’un peptide 
dans une position telle que son groupement aminé se trouve engage 
dans une liaison peptidique. 


V. — ACTIVITE EXALTANTE DES PEPTONES 
SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 
DE L’ACIDE PARA-AMINOBENZOIQUE 
DOSAGE DES ANTISULFAMIDES 


par F. NITTI, J. TABONE et H. MOUSSET. 


L’acide para-aminobenzoique inhibe, in vitro, laction bactériosta- 
tique du sulfamide. 

A des degrés différents la peptone elle-méme possede des propriétés 
antisulfamides. 

Dans le pouvoir antisulfamide des peptones on doit considérer deux 
faits distincts : le pouvoir antisulfamide propre et le pouvoir exaltant. 
Le pouvoir antisulfamide propre de la peptone est relativement assez 
fragile et il est diminué de 95 p. 100 par une hydrolyse acide trés 
poussée. Le pouvoir exaltant est, par contre, beaucoup plus résistant. 
Nous appelons « pouvoir exaltant » d’une peptone une propriété trés 
curieuse de ces corps. La peptone exalte « in vitro » Vaction antisul- 
famide de Vacide para-aminobenzoique. Pour donner un exemple 
isolément, un y d’acide para-aminobenzoique, ou 5 mg. de peptone 
Chapoteaut inhibent l’action bactériostatique de 500 y de para-amino- 
phénylsulfamide. Si, par contre, on fait agir en méme temps ces deux 
corps, l’effet, au lieu de s’additionner, se potentialise, et au lieu d’inhi- 
ber au total 1 mg. de sulfamide, le mélange neutralise l’action de 6 a 
7 mg. de sulfamide. 

Ce pouvoir exaltant des peptones pour i’acide para-aminobenzoique 
se montre extrémement résistant. Il est & peine diminué de 20 p. 100 
par une hydrolyse acide trés poussée. Il semble done que pouvoir anti- 
sulfamide et pouvoir exaltant peuvent étre dissociés, et qu’une peptone 
ayant un faible pouvoir antisulfamide peut garder un pouvoir exaltant 
élevé. 

Ce pouvoir exaltant des peptones pour l’acide para-aminobenzoique 
mérite d’attirer ]’attention. Il nous montre, entre autres, que dans le 
dosage biologique des peptones, par exemple, nous obtenons des 
chiffres par trop élevés. Nous évaluons dams ces corps, non pas le pou- 
voir antisulfamide seul, mais la résultante du pouvoir antisulfamide et 
du pouvoir exaltant. : 

Enfin, la notion de l’action exaltante peut nous permettre de formuler 
une hypothése. Nous savons que la plupart des germes sécrétent in vitro 
des antisulfamides. I] est donc possible qu’une peptone n’ayant qu’une 
action exaltante sans avoir de pouvoir antisulfamide propre, puisse 
devenir fortement antisulfamide en présence d’un germe sécrétant de 
faibles quantités d’antisulfamide. 

Les variations dans la sensibilité des différentes espéces microbiennes 
pour la peptone et acide para-aminobenzoique pourraient nous confir- 
mer dans cette premiére hypothése. 
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Nous présentons enfin une méthode de dosage biologique des anti- 
sulfamides. 

Nous avons déja vu que le degré d’intensité de l’action inhibitrice 
de acide p-aminobenzoique varie avec le germe, les conditions de cul- 
ture, le pH des milieux. 

Pour le bacille Proteus vulgaris, cultivé dans un milieu synthétique, 
dont nous avons signalé par ailleurs Ja formule (1), une molécule 
d’acide para-aminobenzoique inhibe l’action de 500 molécules de sulfa- 
mide. 

Lorsqu’on veut appliquer cette notion au dosage biologique des anti- 
sulfamides, il est tout d’abord nécessaire de s’assurer que ce rapport 


antisulfamide : " 
jen -~©@Teste:«~bien le méme pour des taux trés différents de 
sulfamide 


svlfamide. 

Nous avons pu constater que ce rapport demeure constant pour des 
milieux ayant une concentration en sulfamide de 1/50.000 A 1/1.000 
et qu’il peut étre exprimé par une fonction linéaire. Pour des concen- 
trations supérieures, la courbe tend a s’infléchir vers ]’axe des abscisses 


antisulfamide 


et le rapport diminue. Par conséquent, il est nécessaire, 


sulfamide 
pour un dosage trés précis, d’opérer avec une dilution de l’antisulfamide 
comprise dans les limites que nous venons d’indiquer. 

La méthode de dosage que nous utilisons est la suivante 

LA SOUCHE MICROBIENNE. — Bacille Proteus vulgaris X 19 entretenue 
depuis plusicurs mois en milieu synthétique et a 37°. Pour le dosage 
on utilise une culture de vingt-quatre heures ; elle est diluée, et chaque 


tube recoit 3 millions environ de germes. 


Le miziru. — Nous en avons indiqué précédemment la composi- 
tion (1). Le pH est ajusté 4 7,4 et le milieu est distribué dans des tubes 
de 17 mm. de diamétre 4 raison de 5 c. c. par tube. 


Lr DOSAGE PROPREMENT Dit. — La méthode de dosage consiste dans la 
recherche du pouvoir neutralisant d’une quantité fixe d’un corps anti- 
sulfamide vis-a-vis de doses variables de sulfamide. On établit dans la 
méme expérience une série identique ot i’antisulfamide a 1’étude est 
remplacé par une quantité fixe d’acide para-aminobenzoique. Ceci 
permet d’exprimer le pouvoir antisulfamide d’un corps donné en acide 
para-aminobenzoique. 

Dans les premiers essais on pratiquera ces dosages sur des séries de 
14 tubes contenant de 60 + a 10.000 +» de para-aminophényl sulfamide. 
Dans un deuxiéme temps on refera, si nécessaire, ces dosages en diluant 
le corps a étudier et en le dosant dans la zone entre 60 et 5.000 +, zone, 
comme nous l’avons précédemment indiqué, ot le coefficient de neu- 


antisulfamide é 5 
tralisation ——.—.,— reste inchange. 
sulfamide 


Aprés avoir été ensemencés, les tubes sont placés a l’étuve 4 37° et 
la lecture est faite au bout de vingt-quatre el quarante-huit heures. On 
considére que le premier tube, oti la neutralisation du sulfamide par 


(1) F. Nirtr et J. Tavonz, Ass. Mier, L. Frang., ces Annales, 1942, 68, 360. 
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l'antisulfamide est compléte, indique le chiffre d’antisulfamide. Ce 
chiffre peut étre exprimé en acide para-aminobenzoique. 

Dans la méthode que nous venons d’indiquer on dose une quantité 
fixe d’antisulfamide vis-a-vis de quantités variables de para-amino- 
phénylsulfamide. On peut utiliser la méthode inverse : les résultats 
seront comparables. 

Ayant précisé ces quelques points de la technique de dosage des 
antisulfamides, nous voudrions insister sur l’activité antisulfamide de 
certaines substances biologiques ef notamment des peptones. 

Le pouvoir antisulfamide des peptones est extrémement variable. 
Voici, par exemple, quelques résultats (exprimés en acide para-amino- 
benzoique par gramme de peptone) 


Peplomeny ar) amie | Cem esac teen eae en ee 5 ae UY) 
PeptoneChapoteaut! so. 2s oe et ees ee 200 
Peptone de. Wittes. (che! stereo he, een ee eee Ae LOD 
Peptone,diarachidc © 5 3 cerie.tad, © les ee ee ere 10 
Peptone: Sib 42) cn) yao es aes cee eee “= 2 


Il est & noter que les peptones les plus dégradées semblent posséder 
le pouvoir antisulfamide le plus élevé. Ces peptones contiennent, 
d’autre part, des dérivés diazotables qui peuvent étre dosés par la 
méthode de Marshall, mais l’intensité de coloration ne s’est pas monirée 
proportionnelle & la valeur antisulfamide. Nous avons signalé par ail- 
leurs ce fait (8). 

L’activité d’un cerlain nombre de produits biologiques a été recher- 
chée et notamment celle du sérum sanguin de cheval. Or, le sérum 
n’a pas d’activité antisulfamide propre mais |’acquiert aprés hydrolyse 


acide. (Institut Pasteur.) 


Séance du 2 juillet 1942. 
Présidence de M. A -R. Preéyor. 


COMMUNICATIONS 


SUR QUELQUES NOUVEAUX CARACTERES 
DIFFERENCIANT LES BACILLES DE LA PESTE 
ET DE LA PSEUDOTUBERCULOSE DES PASTEURELLA 
par G, GIRARD. 
Si le coccobacille de Yersin et celui de Malassez et Vignal, dont on 
sait l’étroite parenté, restent pour beaucoup d’auteurs étrangers 


(2) Peptone bactériologique italienne conservée depuis trente ans 
laboratoire. Elle est en parfait état de conservation. 

(3) J. Tasone, I. Nirrr et H. Mousser, Ass. Mier. L. Frane., ces Annales 
1942, 68, 472. : 


au 
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classés dans le genre Pasteurella depuis le mémoire de Ligniéres sur 
les septicémies hémorragiques (1900), il n’en est pas de méme en 
France. C. Truche distingue la Pasteurella humaine du bacille de 
Yersin par les caractéres suivants 

« Pasteurella présente la forme en coccus plus nettement que le 
bacille pesteux ; elle prend trés rarement une forme allongée. Elle se 
développe plus facilement & 38° que le bacille de Yersin. Elle est 
pathogéne pour le lapin et le pigeon qui sont réfractaires & la peste (1). 
Le sérum antipesteux, méme employé A fortes doses, ne posséde aucune 
action préyentive contre les infections expérimentales par Pasteurella. 
Le sérum antipesteux n’ageglutine pas les Pasteurella et le sérum anti- 
pasteurellaire n’agglutine pas le bacille pesteux. Les sérums spécifiques 
correspondant au bacille pesteux ou a Pasteurella dévient le complé- 
ment seulement en présence du germe qui leur correspond » (in Traité 
de Microbiologie de Nattan-Larrier, 1934, 2, 607). 

A ces caractéres, on pourrait en ajouter d’autres depuis longtemps 
classiques, notamment l’aspect des cultures en bouillon, les dimensions 
des éléments beaucoup plus volumineux chez les bacilles pesteux et 
pseudotuberculeux que chez Pasteurella, la disposition en chainettes, 
spécifique pour les deux premiers, dans les cultures en milieux liquides, 
la fermentation du saccharose propre aux Pasteurella. 

Le point de vue de C. Truche est aussi celui d’E. Dujardin-Beaumetz 
exprimé dans un travail de Lévy-Bruhl (2) ot cet auteur apporte un 
nouvel argument en faveur de la différenciation : l’absence d’antigéne 
elucido-lipidique dans les bacilles de Yersin et de Malassez, sa présence 
dans Pasteurella. Nous avons confirmé cette donnée récemment pour ce 
qui est de l’absence d’antigéne complet chez les bacilles de la peste 
et de la pseudotuberculose (3), tandis que I. Pirowsky lavait mis en 
évidence chez Pasteurella aviseptica (4). 

A lV’appui de la thése de nos collégues, nous apportons aujourd’hui 
de nouveaux éléments 

1° Les bacilles de la peste et de la pseudotuberculose poussent nor- 
malement en eau de levure et en eau de pomme de terre, milieux 
impropres au développement des Pasteurella, fait bien connu et mis a 
profit pour l’identification des Pasteurella en pathologie vétérinaire. 

2° Le sérum antipesteux ajouté aux filtrats de culture en bouillon 
de bacilles pesteux provoque rapidement une floculation [G. Ramon (5)]. 
Ie méme phénoméne se produit avec des filtrats de culture de bacilles 
de Malassez. La réaction est beaucoup plus marquée si l’on emploie 
des extraits de culture sur gélose obtenus aprés congélation et décon- 
gélation suivant la technique de Gory et Grasset. 

Or, dans des conditions expérimentales identiques, on n’observe rien 


(1) Tout en étant moins sensible a la peste expérimentale que les petits 
rongeurs, le lapin n’est pas réfractaire & Vinoculation des cultures de haute 
virulence. D’autre part, la peste spontanée ne lépargne pas toujours au 
cours des épizooties murines et nous en avons signalé deux exemples a 
Madagascar. Bull. Soc. Path. Exot., 1928, 24, 299, et 1934, 27, 962. 

(2) M. Livy-Bruui, Rev, Path. comp., 1938, n° 506, 1241. 

(3) G. Grrarp, C. R. Soe. Biol., 1941, 135, 1577. 

(4) I. Prrowsky, C. R. Soc. Biol., 1938, 127, 98. 

(5) G. Ramon. C. R. Acad. Sci., 1924, 179, 485. 
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de pareil avec les filtrats de cultures de « Pasteurella » additionnées de 
sérum antipesteug. 

3° Les bactériophages antipesteux et antipseudotuberculeux sont 
sans action & Végard des « Pasteurella ». Le pouvoir inhibiteur du 
phage antipesteux que nous n’avons jamais vu en défaut depuis quinze 
ans avec de multiples échantillons de bacilles de Yersin de toutes 
origines (150 environ) est nul vis-a-vis des Pasteurella. Kn revanche, 
cette inhibition se manifeste avec certaines souches de pseudotuber- 
culose, au méme titre qu’avec le phage antipseudotuberculeux (6). Nos 
constatations différent sur ce point de celles de T. Sugino (7) qui 
souligne bien la polyvalence du bactériophage antipesteux, mais stric- 
tement limitée au bacille de Yersin, 4 l’exclusion de tous autres germes, 
Pasteurella et pseudotuberculeux compris. 

En résumé, le développement des bacilles pesteux et pseudotuber- 
culeux en eau de levure et en eau de pomme de terre, l’absence de 
floculation du mélange sérum antipesteux-filtrat de culture de Pasteu- 
rella, l’absence totale de lyse des Pasteurella par un _ bactériophage 
antipesteux dont la polyvalence et lactivité sont trés marquées, 
ajoutent encore au faisceau d’arguments invoqués pour séparer des 
Pasteurella le bacille de Yersin et cekui de Malassez et Vignal. Que leur 
reste-t-il, en effet, de commun? La coloration bipolaire, au nom de 
laquelle ils ont été jadis intégrés dans le méme genre. Reconnaissons 
que ce caractére n’a aujourd’hui rien de spécifique. 

Par contre, les baciiles de Yersin et de Malassez et Vignal appa- 
raissent de plus en plus étroitement liés par une communauté anti- 
génique qui justifie pleinement l’expression de E. Dujardin-Beaumetz 
« La peste, c’est une pseudotuberculose », définition qui s’oppose a 
celle de Ligniéres : « La peste, c’est la pasteurellose humaine » (Lévy- 
Bruhl, loc. cit.). 

Nos recherches ont porté sur 11 souches de Pasteurella dont 9 pro- 
venaient du lapin, 1 du porc, 1 du canard. Elles nous ont été aima- 
blement fournies par M. Truche a qui nous adressons nos vifs remer- 
ciements. Nous sommes également redevables & notre collégue de 
plusieurs souches de pseudotuberculose dont 12 ont été étudiées en 
méme temps que 10 souches de bacilles pesteux. 


(Institut Pasteur, Service de la Peste.) 


(6) La question de la différenciation du bacille pesteux et du bacille de 
Malassez et Vignal ne s’est jamais pratiquement posée pour nous A Mada- 
gascar ot. la pseudotuberculose des rongeurs est inconnue. L’addition 
cune goutte de bactériophage antipesteux est le moyen le plus rapide et 
le plus str dont nous disposons pour Videntification et le controle de 
pureté des cultures de peste. En France, comme partout ailleurs ow la 
pseudotuberculose existe, l’action empéchante d'un phage antipesteux ne 
suffirait pas 4 affirmer que le germe incriminé est bien un bacille pesteux. 

(7) T. Sucino, Kitasato Arch. exp. Med., 1932, 9, 73. 
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CARACTERISATION 
DE CERTAINES TOXINES ET ANATOXINES 
PAR LEUR FLUORESCENCE EN LUMIERE DE WOOD 


par J. LOISELEUR et R.-O. PRUDHOMME. 


Des phénoménes analogues A ceux rapportés pour les acides 
aminés (1) s’observent également au cours de la formolisation des 
toxines. Bien que la complexité de ces milieux ne permette dans ce cas 
que des observations d’une valeur trés relative, ]’ensemble des faits 
apporte des renseignements sur la transformation des toxines en 
anatoxines. 


I. — Pour ce qui concerne le pouvoir rotatoire, les mesures sont 
dénuées de signification du fait de la complexité du milieu ot la toxine 
ne constitue pondéralement qu’une faible fraction et aussi parce que 
ces milieux contiennent, en dehors des protéides, des hydrates de 
carbone et d’autres constituants qui présentent la mutarotation. 

Par contre, les mesures de fluorescence sont susceptibles de donner 
quelques indications. Beaucoup de milieux de culture, notamment 
celui utilisé pour le bacille diphtérique (2), contiennent des flavines 


TaBLeau 1. — Augmentation de la fluorescence (1) des toxines 
formolées 4 5 p. 100 au cours de leur séjour a l’étuve a 40°. 


DUREE DU SEJOUR A L'ETUVE 
“ (or) é S = Ss 
Toxine tétanique du 11 avril 1942 (2).| 4 (152) | ASA 44 A 80) 12556 
Toxine tétanique du 8 mai 1942 . .}| 0,90 | 1,25 | 1,35 | 1,44 | 1,68 | 2,20 
Toxine diphtérique du 11 mai 1942.] 1,18 | 1,25 | 1,22 |(41,58)| 1,40 | 1,96 
Toxine dysentérique du 14 avril1942.} 41,53 | (41,33) |(1,74)} 1,63 | 1,62 | 2,60 
Toxine du vibrion septique . . . .| 0,50 |(1,46)| 1,41 | 1,74 | 2,28 | 2,53 
Toxine du B. wdematiens..... (Da |! <bean | slash slash |)? 2,60 
Toxine du B. perfringens ..... ORSON AeA e Ar OS ede Oren aici) ie Qeos 
Venin de vipere a1 p.100..... 4,03 | (4,83) |(1,48)] 1,38 |(1,06)| 4,53 


1) Mesurée au spectrophotométre. Précision : 14 p. 100. 


2) Pour toules les toxines, les mesures sont failes avec des dilulions an 1/10. 


(1) J. Lorsereur et R.-O. Prupnomme, Soe. Chim. biol., séance du 
16 juin 1942. 

(2) C. Levapitr, G. Lotseau, M. Paic, M. Puiirre et P. Haser, C. R. Soc. 
Biol., 1934, 146, 609. — Ch. Dutrt, P. Meunrer et V. Casteru, C. R. Soc. 
Biol., 1938, 127, 564 et 1050. 
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Tasteau II. — Fluorescence en lumiére de Wood 
des toxines et des anatoxines correspondantes. 


TOXINES ANATOXINES 
Tétanique. . . .| 1/20 |Fluorescence & peine marquée.|Fluorescence bleu intense. 
Diphtérique. . .| 1/50 |Fluorescence jaune trés légére |Fluorescence bleue. 
B. edematiens. .| 1/20 |Fluorescence jaune-vert. Fluorescence bleu-vert. 
B. perfringens. .| 1/20 |Fluorescence vert-jaune. Fluorescence bleue. 
Vibrion septique.| 1/20 |Fluorescence bleue. Fluorescence bleue. 
B. histolytique. .| 1/20 |Fluorescence bleue. Fluorescence bleue. 


et des porphyrines, ce qui géne l’observation du phénoméne. Mais 
cette observation est facilitée par le fait que l’action du formol se 
manifeste de deux facons. Il se produit d’une part une augmentation 
progressive de la fluorescence, d’autre part un déplacement de la bande 
de fluorescence qui passe du jaune-vert au bleu-violet. Le tableau I 
reproduit les variations de la fluorescence de différentes toxines for- 
molées & 5 p. 100 (de facon a rendre plus rapide l’observation) et 
RANE CS mele) Ege — ape 


Il. — D’autre part, on peut comparer les fluorescences des toxines 
et des anatoxines correspondantes, comparaison rendue plus facile 
par le fait que les fluorescences propres aux éléments initiaux des 
milieux de culture sont situées dans le jaune-vert, tandis que la 
fluorescence propre a l’action du formol est située dans le bleu-violet. 
Pour un examen microscopique, on élimine trés facilement les pre- 
miéres de ces fluorescences par une dilution convenable. Le tableau IL 
donne le résultat d’ensemble de cet examen macroscopique. 

Le tableau IT montre des différences trés accusées dans le cas des 
anatoxines tétanique et diphtérique ainsi que dans celui des deux 
premiéres des anatoxines des anaérobies : dans tous ces cas, le simple 
examen en lumiére de Wood pourrait constituer un procédé trés simple 
pour distinguer rapidement l’anatoxine d’une toxine. 

En résumé, certains bouillons microbiens toxiques subissent, au 
cours de Ja formolisation, une transformation qui se traduit par des 
modifications de leur fluorescence en lumiére de Wood. Ces transfor- 
mations sont propres aux constituants protéiques du milieu de culture, 
sans que rien n’autorise encore a les attribuer & une transformation 
propre de la toxine. Dans certains cas, ces phénoménes sont assez nets 
pour constituer un procédé commode de différenciation. On pourrait 
encore expérimenter |’emploi des mesures de fluorescence pour suivre 
pratiquement la transformation d’une toxine en anatoxine. 


(Institut Pasteur.) 
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BACTERIOPHAGES DU GROUPE COLI-DYSENTERIQUE 
A GRANDES PLAGES 
ISOLES DES EAUX DU BASSIN DE LA SEINE 


par A. GUELIN. 


La Commission scientifique du Bassin de la Seine ayant inclus dans 
son programme l'étude des bactériophages de l’eau, nous avons, sur 
la proposition de M. E. Wollman, institué, depuis un an, des 
recherches systématiques sur cette question. Les résultats acquis seront 
publiés ultérieurement. 

Pour le moment nous décrirons sommairement un groupe de bacté- 
riophages isolés au cours de ces recherches et qui donnent sur gélose 
des plages 4 peu prés de la taille de celles produites, dans les mémes 
conditions, par le bactériophage dysentérique S$ 13 (F.-M. Burnet), le 
plus petit des facteurs lysogénes actuellement connus. Les dimensions 
des plages étant, dans des conditions semblables, fonction de la taille 
des bactériophages (Andrewes et Elford), il était probable qu’on avait 
affaire a de trés petits bactériophages. Leur étude avait, a ce titre, un 
grand intérét en vue des recherches poursuivies actuellement au labo- 
ratoire de M. Wollman sur les relations entre la taille des facteurs 
lysogenes et leur comportement vis-a-vis de divers agents. 

Lors de l’isolement des bactériophages en question les plages sur 
gélose présentaient un aspect particulier : elles tranchaient a peine, 
par leur translucidicité plus grande, sur le gazon bactérien. Au cours 
de passages sur les germes sensibles, la lyse s’accentuait, laissant la 
gélose & nu au niveau des plages avec, de temps a autre, retour a 
l’aspect initial. 

En tout, 7 bactériophages présentant des plages de ce caractére ont 
été isolés : 2 sur bacille paradysentérique Y 6R (désignés pour des 
raisons qui apparaitront plus loin, comme bactériophages S 14 et S 15) ; 
3 sur un bacille paratyphique A [Kaufmann] (bactériophages A,, A, 
et A,) ; 2 sur un bacille paratyphique B (bactériophages B, et B,). 

Pour chacun de ces bactériophages on a étudié : 

1° Le « spectre d’action », c’est-d-dire les souches qui s’avérent sen- 
sibles parmi les germes éprouvés. 

2° Le comportement vis-a-vis de ces souches rendues résistantes au 
bactériophage homologue. 

3° Le comportement aux sérums antibactériophages. 

4° L’action de la chaleur. 


I. — Les 7 bactériophages ont été éprouvés vis-a-vis de toutes les 
souches du groupe Coli-typhique-dysentérique employées au cours de 
nos recherches. Le B. Shiga 4, le B. paradysentérique Y 6R, le B. para- 
typhique B (Rouland), le B. coli 36 se sont montrés sensibles aux 
7 bactériophages en question ainsi qu’au  bactériophage ie) lis}: le 
F.-M. Burnet. Les bactériophages A,, A, et A, ainsi que B, et B, se 
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sont montrés actifs pour le B. paratyphique A (Kaufmann) ; et un seul 
groupe (A,, A, et A,) pour le B. typhique (souche Lister) ; aucun des 7 
n’agissait sur le B. coli, souche Bruxelles. Le titre lytique de tous ces 
bactériophages pour les germes sensibles est & peu prés le méme, sauf 
pour le B. paratyphique B pour lequel il est trés bas (10? avec les bac- 
tériophages du groupe A). 

Il. — La souche de B. paradysentérique Y 6R rendue résistante au 
bactériophage S13 ainsi que celle de 8B. paratyphique B rendue 
résistante au bactériophage B deviennent du méme coup résistantes 
aux hbactériophages S14, S15, B, et B, ; elles restent sensibles aux 
bactériophages A,, A, et Aj. 

Il nous a été impossible, jusqu’ici, d’obtenir une souche de para- 
typhique A résistante au bactériophage homologue. 


III. — Le sérum anti-bactériophage $13 4 1 p. 1.000 neutralisait 
complétement une dilution de bactériophage homologue donnant 
3.000 a 4.000 plages par goutte. La neutralisation était encore a peu 
pres compléte (a 25-80 éléments prés) dans les mémes conditions, avec 
Jes bactériophages S 14, S15, B, et B,. Elle fait défaut, méme pour 
du sérum a 1 p. 10 avec les bactériophages A,, A, et A,. Aucun des 
bactériophages S13, S14, S15, B,, B, n’est neutralisé par le sérum 
antibactériophage coli 36. 


IV. — Chauffés en eau physiologique, les bactériophages A,, A, et A, 
se montrent les plus thermosensibles : inactivation en quinze a vingt 
minutes a 55°. Il reste encore 10 p. 100 d’éléments actifs apres une 
heure avec le bactériophage S13 ; 14 p. 100 avec les bactériophages B, 
et B,, et 35 p. 100 environ avec les bactériophages S$ 14 et S$ 15. 

De cet ensemble de données, il résulte que les bactéricphages étudiés 
se réparlissent en trois groupes. Le premier comprend !es bactério- 


phages S$ 14 et S 15 identiques — 4 la thermosensibilité lég¢rement plus 
faible prés — au _ bactériophage 513 de Burnet; le deuxiéme, trés 


voisin, comprend les bactériophages B, et B, ; le troisiéme comprenant 
les bactériophages A,, A, et A,, se distingue neltement des deux 
groupes précédents par ses caractéres sérologiques, sa thermosensibilité, 
son spectre d’action. 

Nous faisons connaitre ci-dessous les résultats de recherches ayant 
pour but de préciser certains caractéres de ces bactériophages et notam- 
ment leurs dimensions (avec MM. Rouyer et Grabar). 


Unstitut Pasteur.) 


DIMENSIONS TROUVEES PAR ULTRAFILTRATION 
DE QUELQUES BACTERIOPHAGES RECEMMENT ISOLES 


par M. ROUYER, A. GUELIN et P. GRABAR. 
La grande majorilé des bactériophages dont Jes dimensions ont été 


aéterminées par ultrafiltration est de taille relativement grande ; on 
ne connaissait jusqu’d’ maintenant que deux bactériophages tres petits, 
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le S13 de Burnet et le phage de B. pruni (de 8 A 12 Mu), et un 
troisieme un peu plus grand, le B 563, auquel deux d’entre nous (1) 
ont attribué une taille de 15 a 21 My. 

L’étude, résumée dans la présente note, avait pour but : de déter- 
miner les dimensions de quelques bactériophages, isolés récemment 
par l'un de nous (2) et supposés étre trés petits, et de contrdler les 
dimensions attribuées au bactériophage du Subtilis. Ces bactériophages 
ont servi dans des études d’un ordre différent (sensibilité & la lumiére 
visible, ultracentrifugation) et il était nécessaire de connaitre leurs 
dimensions. 

Les 4 bactériophages de petite taille étudiés sont : S 14, Bieb, etl. 
Ils appartiennent tous au groupe coli-typhique-dysentérique. Les 
techniques employées ont été identiques 4 celles décrites par deux 
@entre nous dans un travail précédent (2). Les dimensions de ces 
4 hbactériophages étant du méme ordre de grandeur, pour pouvoir 
préciser d’éventuelles différences, nous avons ultrafiltré, comme nous 
Vavions déja fait auparavant, des mélanges de deux bactériophages, 
actifs sur deux espéces bactériennes différentes. Dans le cas présent 
nous avons utilisé, comme témoin, le bactériophage  streptococ- 
cique B 563. 

Le tableau I résume un certain nombre de résultats obtenus. Nous 
croyons avoir le droit d’en tirer les renseignements suivants : 1° le 
bactériophage S 14 est nettement plus petit que le B 563; son point 
terminal de filtration est inférieur a 2R = 28 mu. 2° le bactério- 
phage B, est un peu plus grand que le précédent, il est retenu toujours 
par la membrane ayant un diamétre moyen des pores (2R) de 28 muy ; 
mais ce bactériophage traverse aisément une membrane de 2R = 43 mu ; 
mous pensons que son point terminal de filtration est situé vers 
2R = 30 my. 3° Le bactériophage B, a des dimensions analogues sinon 
identiques au B,. 4° Le bactériophage A, posséde des dimensions 
analogues au bactériophage B 563. Nous avons fait figurer dans le 
tableau I l’expérience n° 10, bien que les résultats soient nettement 
aberrants et en contradiction avec les résultats obtenus normalement 
en ultrafiltration. Nous nous permettons de ne pas les prendre en 
considération, car le fait que dans cette expérience le bactério- 
phage B 563 a traversé une membrane de 2R = 28 my est absolument 
anormal. 5° Dans les expériences publiées antérieurement par deux 
d’entre nous, il a été admis que le bactériophage B 563 a un point 
terminal de filtration situé vers 2R = 58 a 60 my. Nous avons pu 
nous rendre compte depuis que ce bactériophage traverse parfois des 
membranes moins poreuses ; comme on peut le voir sur le tableau I, 
quelques éléments ont pu traverser la membrane de 2R = 43 my dans 
2 cas sur 12 expériences. Nous pensons donc que le point terminal de 
filtration de ce bactériophage doit étre voisin de 2R = 43 mu. 

L’expérience nous a montré que le bactériophage dysentérique S 13 
traverse quelquefois nos membranes de 2R = 28 my ; son point ter- 
minal de filtration est donc sensiblement le méme avec nos mem- 
branes et les membranes « Gradocol ». De ce fait, le facteur de correc- 
tion F, & appliquer 4 nos membranes de faible porosité pour déter- 


(1) P. Grapar et M. Rouyer, C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 904. 
(2) Mme A, Guexin, Ass. Mier. L. Frang., ces Annales, 1942, 68, 482. 
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TaBieau I. 
ge a TEE 
NOMBRE DE PLAGES 
(ramené a I goutle) 
TITRE NUMEROS oblenues avec des filtrats 
a travers des membranes de 2R, 
BACTERIOPHAGES au des en mp, égal a 
centimetre cube} expériences 
73 6k 51 43 28 19 
4 Je 0 0 
B563 0,8.10° 2 le 3 0 0 0 
3 Ke 0 0 
se 
1 le 500 0 . 
S14 4.407 2 lc 700 | 400 | 400 0 
3 le 500 | lpe 
4 9 0 
B563 AU RU 5 6 0 0 0 0) 
6 0 
aie 
4 le 0 
B, 3.408 5 Ic le le 0 0 
6 le 
i 0 0 | 
B563 Meo 8 150 0 0 0 0 
9 0 
a 
il Aoi 0 
B, 3.108 8 3 0 | 274 0 0 
g Ipe 
10 12 0 le 35 0 
_ Nears 44 0) 0 
B563 0,5.408 42 800 0 0 0 
13 8 0 
at 
10 0 0 le 500 0 
1 0 0 
a = 12 10 0 Ot 
13 10 0 
Remarques : lc, lyse compléte; Ipe, lyse presque complete. 


EE SE SN 


miner les dimensions des bactériophages, doit étre plutot de 0,3 A 0,5, 
que de 0,25 4 0,33, comme nous le pensions auparavant. En admettant 
ce facteur de correction, on pourrait attribuer aux bactériophages 
étudiés les dimensions suivantes: S 14:8 410 my ; B, et B,: 10415 my 
et A, et B 563 : 14 a 21 my. Nous aurons l’occasion prochainement de 
revenir sur la question des dimensions 4 attribuer aux bactériophages 
et des valeurs des coefficients de correction & employer dans le calcul 
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TABLEAU II. 


NOMBRE DE PLAGES 
obtenues avec les fillrats 
‘ a travers des membranes de 2R, 
BACTERIOPHAGES TITRE en my, égal a 


200 167 150 132 100 
Bactériophage du Suwbtilis. Bale le l@ Ipe 0 
S3K 4,5.108 3710 Ie 1420 0 0 

+ 
Bactériophage du Sub/ilis. alg}? 859 le 1060 0 0 


de ces dimensions, en partant des données fournies par l’ultrafiltration. 

Le tableau II montre que le bactériophage du Subtilis peut traverser 
une membrane de 2R = 132 my et que, mélangé avec le bactériophage 
du staphylocoque doré $3 K, il se comporte d’une maniére analogue. 
Nous croyons donc que les dimensions du bactériophage du Subtilis ne 
sont pas de 80 4 120 my, comme on l’avait admis, mais qu’il faut le 
ranger dans le groupe des bactériophages ayant une taille de 50 a 75 mu. 
Ce résultat concorde avec les observations faites au cours de |’étude de 
sa radiosensibilité (Wollman et Lacassagne) et les mesures de sa vitesse 
de sédimentation (Lépine et Nicolle). 


(Unstitut Pasteur, Paris.) 


SENSIBILITE RELATIVE ALA LUMIERE 
DE DIVERS BACTERIOPHAGES 


par M. ROUYER et A. GUELIN. 


L’action de la lumiére sur les phages a été montrée en premier lieu 
per R. Wahl et A. Guelin (1) qui l’étudierent sur deux bactériophages 
aclifs sur le méme microbe, le S 13 et le C 16. 

Nous avons trouvé intéressant d’étendre ces recherches 4 quelques 
bactériophages, les uns nouvellement isolés (2), les autres venant de la 
collection du laboratoire. 

Dans l’expérience de R. Wahl et A. Guelin, les phages étaient direc- 
tement exposés a la lumiére solaire totale dont l’intensité était trés 
variable et qui en plus de la partie visible du spectre contient des 


(1) A. Guertin, ces Annales, 1942, 68, 245. 
(2) A. Guertin, Ass. Micr. L. Frang., ces Annales, 1942, 68, 482. 
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rayons infra-rouges et ultra-violets ; toutes choses pouvant fausser les 
résultats de l’expérience. 

Nous avons pris comme source lumineuse stable une ampoule Philips 
X projection de 500 watts (type n° 60) alimentée sur 110 volts redressé 
avec accumulateurs en tampon. Cette ampoule se trouve derriére un 
condensateur 4 deux lentilles de 10 centimétres de diamétre et de 7 cen- 
timétres de focale, de facon a projeter l’image des filaments sur le tube 
an expérience situé 4 22 centimétres de la paroi postérieure du conden- 
sateur. 

Sur le trajet des rayons lumineux on dispose deux boites de Roux 
de 5,5 cm. d’épaisseur contenant de l’alun de potasse 4 demi-saturation, 
destinées 4 arréter les rayons infra-rouges. 

Enfin une troisitme boite remplie d’une solution d’esculine a 
0,1 p. 100 élimine tous les rayons d’une longueur d’onde inférieure 


a = 4.100 A. 
Cette précaution est indispensable, car le verre ordinaire laisse passer 


une fraction trés appréciable de lultra-violet jusqu’da 3.750 A et 
l’expérience suivante montre leur trés forte activité : Si l’on irradie 
du bactériophage S13 avec la cuve & esculine interposée on a dans 
les conditions de l’expérience 34 p. 100 d’activité aprés une heure, mais 
si on remplace la solution d’esculine par de l’eau distillée il n’y a 
plus que 8 p. 100 d’éléments actifs. 

Afin d’écarter l’action de la chaleur, nous avons immergé le tube 
contenant la suspension a irradier contre la paroi antérieure d'une 
cuve de verre pleine de glace et d’eau qui conserve une température 
constante de 6° pendant toute la durée de l’expérience. 

Cette protection est trés efficace, car par exemple pour le bactério- 
phage A, le plus sensible 4 la chaleur, nous obtenons toujours, aux 
erreurs d’expérience pres, le méme nombre de plages sur les témoins 
du début et de la fin de 1l’expérience. 

Disposant ainsi d’une source fixe de lumiécre s’étendant de 


> ° 
7.600 A pour le rouge a 4.100 A pour le violet ; ayant éliminé 
Vaction de la chaleur et tous les éléments de l'appareil étant fixés, 
rous avons opéré sur des suspensions de bactériophages en solution 
de chlorure de sodium a 7,5 p. 1.000 dans de l’eau bidistillée ; ces 
suspensions contenaient en moyenne 2.10—* éléments au cc. Les 
expériences portaient sur 6 cc. contenus dans des tubes de verre de 
13 mm. de diamétre. 

Les prélévements étaient naturellement tous effectués avec la méme 
pipette (5) et les titrages faits par numération des plages, les chiffres 
donnés étant calculés sur les moyennes de trois titrages. 

Nous avons étudié dans ces conditions les bactériophages récem- 
ment isolés paradysentérique S 14, paratyphiques Al et BI (2) et 
tes bactériophages de la collection paradysentérique : S13 et C16, 
Streptocoque B 563, Coli C 36, Staphylocoque doré $ 3 K, Staphylocoque 
bianc Twort, Mégathérium 899. 

Les résultats sont résumés dans les courbes ci-contre ; on voit qu’en 


fonction de leur sensibilité décroissante, ils se classent dans l’ordre 
suivant 
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PROPORTION 

d’éléments 

BACTERIOPHAGES DIMENSIONS ayant résisté 

(my) a une heure 

exposition 

(p. 100) 

Paradysentérique S13. . 8 a 10 22 
RanadySenterigie: ou Gemeup sual snes e 8 a 10 31 
Paratyphique B1 Beh k abt cae LOrar 5 34 
IPSN ADU RMN se BM Bs one one Leal 42 
SHUCOW GS of 6 5 oo a Ro een tee » 72 
COLIN CS Gears cscs Nas be tele ites, eal odoin OU OP OO 15 
Mecatheriumass 00 een ness oem re 63 0)a4 0 $2 
OVER SSIMSOVOUIOMOMIG 5 616 5 5 Goo 5 6 oo 50 a 75 85 
SiR OOwa) Gores SBI, 5 5 teh, 5 ood « 5 0 6 PADGh 76) 100 
Staphylo Twort blanc . 50 & 75 100 


Fait intéressant, dont le travail déja cité ne donnait qu’un 
exemple (1) ; l’action de la lumiére sur ces bactériophages est en 
rapport inverse de leur taille, elle croit & mesure que ceile-ci diminue. 


10 15 20 25 30 35 40 45 50 
Temps en minutes 


Fic. 1. 

Ainsi les 10 bactériophages étudiés, bien qu’appartenant a des 
groupes bactériens trés différents, se rangent trés sensiblement dans 
te méme ordre, qu’ils se classent suivant les dimensions qui leur sont 
assignées par ultra-filtration (8) ou par ultra-centrifugation. La sensi- 
bilité & la lumiére des bactériophages étudiés est donc en sens inverse 
A ce 4 ERS, 

(3) P. Grapar et M. Rouver, C. R. Soc. Biol., 1941, 135, 904. — M. RouyeER, 
A. Guerin et P. Gravar;' Ass. Mier. L: Frane., ces Annales, 1942, 68, 484. 


Annales de UInstitut Pasteur, t. 68, n°" 9-10, 1942. 34 
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de celle des rayons ultra-violets moyens (4) ou des rayons X (©); elle 
varie dans le méme sens que la thermo-sensibilité (6). 

Nous nous proposons de vérifier ces résultats sur le plus grand 
nombre possible de bactériophages. A l’aide d’un monochromateur a 
optique de quartz, on pourrait déterminer la région du spectre ou 
les bactériophages de grandes et petites tailles ont une sensibilité 
équivalente ; elle se trouve probablement dans la toute dernicre portion 
de ultra-violet long. Ce sera l’objet de prochaines recherches. 


(Institut du Radium, Fondation Curie. 
Laboratoire de recherches sur les bactériophages, Institut Pasteur.) 


DISPOSITIF OPTIQUE TRES SIMPLE PERMETTANT 
DE REPERER LE DEPLACEMENT DES PROTEIDES 
AU COURS DE LEUR SEPARATION 
PAR ELECTROPHORESE 


par Micne: MACHEBOEUF et A.-M. MONNIER. 


On connait les trés beaux résultats obtenus par Tiselius (1) avec un 
appareil permettant de suivre optiquement le déplacement des protéides 
sous linfluence d’un champ électrique. Malheureusement cet appareil 
comporte une tubulure a faces paralléles trés cctiteuse et un systéme 
optique complexe pour le repérage des frontiéres entre les fractions 
protéidiques. L’un de nous a réalisé (2) un appareil simple permettant 
de recueillir isolément des fractions séparées par électrophorése, mais 
cet appareil ne permettait pas le repérage optique des frontiéres. Nous 
apportons ici le moyen simple d’effectuer ce repérage. 

Principe. — Si des rayons lumineux, issus d’une source ponctuelle 
lointaine, traversent une cuve a faces paralléles contenant une colonne 
liquide présentant une zone d’indice de réfraction variable, ils 
subissent une courbure vers les indices croissants. L’ensemble des 
rayons ainsi déviés va se croiser, au dela de la colonne liquide, avec les 
rayons qui passent sans déviation dans la zone d’indice constant sous- 
jacente. Il en résulte une sorte de caustique, dont l’épaisseur se réduit 
considérablement a une certaine distance de la colonne liquide. Sur 
un écran placé a cette distance, on observe une strie lumineuse étroite 
cétoyée par une bande sombre (fig. 2), une telle strie est le signe 
visible de la frontiére entre deux couches liquides superposées d’indices 


(4) Hatiaver, Zeilschr. Hyg., 1935, 447, 18. — M. Rovyer et R.-O. Pru- 
pHOMME, C. R. Soc. Biol., 1941, 435, 1126. 

(5) E. Wortman et Lacassacne, ces Annales, 1940, 64, 5. 

(6) E. Worttman et E. Wortman, C. R. Acad. Sci., 1940, 244, 270. 

(1) Tiserius, Thése inaugurale, Upsala, 1930 ; Koll. Zeitsehr., 1938, 85, 129; 
Trans. Faraday Soc., 1937, 33, 524. 

(2) M. Macuesorur, C. R. Soc. Biol., 1941, 435, 1241. 
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différents. Pour que la strie soit fine et nette, on doit trouver, par 
tatonnements, la distance optima pour laquelle l’écran coupe la partie 
la plus étroite de la caustique. Cette distance est d’autant plus courte 
que la variation d’indice, au niveau de la frontiére, est plus abrupte. 
S/il y a plusieurs couches liquides superposées, la mise au point peut 
cafférer pour chaque frontiére. 

Essai simplifié de calcul du phénoméne. — Soit un rayon frappant 
la cuve en un point de hauteur h ot l’indice varie. Le rayon s’incurve 
vers les régions d’indices croissants. A la sortie du tube, le rayon est 
dévié d’un angle D, dont la valeur est fournie par la formule suivante : 


é est l’épaisseur de la cuve. 
dn eae pabeee ; 

n eta sont respectivement l’indice et le gradient d’indice, au point 
c 


d incidence. 


Comme dans le cas qui nous occupe, l’indice n est fort peu différent 


Fic. 4. E 


de part et d’autre de Ja frontiére, il en résulte que l’angle D est trés 
sensiblement proportionnel a : 


Pour tracer le schéma ci-contre (fig. 1), nous avons dt faire une 
hypothése au sujet de la loi de variation d’indice en fonction de la 
hauteur h du tube, au niveau de la frontiére. Le plus simple est 
d’admettre une diffusion réciproque des deux liquides d’indices diffé- 
rents. En conséquence, l’indice n varie en fonction de h selon linté- 
grale de la probabilité. 


Le gradient = varierait alors en fonction de la hauteur selon la 
v 

courbe en cloche classique. Pour traiter complétement le probleme, il 

faudrait calculer la déviation d’un grand nombre de rayons. Mais, pour 
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simplifier, nous n’avons considéré que 8 rayons paralléles et équidis- 
tants. Nous admettrons que ces rayons subissent des déviations respec- 
tivement proportionnelles aux nombres bien connus des artilleurs, 
A savoir: 2, 7, 16, 25, 25, 16, 7, 2, lesquels correspondent a des 
ordonnées de la courbe en cloche également espacées. C’est ainsi qu’ont 
été calculées les déviations des rayons représentés sur la figure 3. Ces 
revons dessinent bien une sorte de caustique. Celle-ci se resserre 
considérablement, en un point qui correspond a l’emplacement conve- 
rable de l’écran (E.). La figure rend, en outre, évident le fait que la 
strie lumineuse r4sultant de Vintersection de la caustique est d’autant 
plus prés du tube que la frontiére, entre les deux liquides, est plus 
abrupte. 

Réalisation. — Pour appliquer ce principe optique & un appareil a 


Fic. 3. — Coupe horizontale de Vappareit. 


Mil 


S, source lumineuse ponctuelle; T, coupe du tube cylin- 
drique contenant le liquide étudié; F, trace de la droite 
focale commune au tube et a la lentille; L, coupe de la 
lentille cylindrique et de la plaque métallique qui l’en- 
toure, avec en H l’échelle transparente; E, écran mobile; 
XY, supports verticaux du fil repére mobile horizontal ; 

Fi g 9) en pointillé, trajet des rayons projetant l’échelle transpa- 

: rente sur l’écran. 


ll 


Sectrophorese, il faudrait un tube a faces paralléles trés onéreux. Nous 
sommes cependant parvenus & utiliser un vulgaire tube cylindrique de 
verre. Dans ce cas, les rayons convergent a trés courte distance, au 
dela du tube, en une droite paralléle 4 l’axe du tube, car le tube plein 
de liquide se comporte sensiblement comme une lentille cylindrique. 
Au dela de cette ligne focale, les rayons divergent considérablement, 
de sorte que l’éclairement diminue trés rapidement en fonction de 
l’éloignement de l’écran. Tel quel, ce systtme ne permettrait donc 
l’examen d’une strie lumineuse, qu’’a une trés petite distance de la 
ligne focale et il ne pourrait mettre en évidence que des frontiéres 
correspondant 4 de forts gradients d’indice. Pour obvier 4 cet incon- 
vénient, nous avons réalisé un systéme cylindrique afocal en disposant 
une lentille cylindrique paralléle au tube, la droite focale, objet de cette 
lentille, étant confondue avec la droite focale image du tube. Les 
rayons, apres avoir traversé le tube et la lentille cylindrique consti- 
tuent un faisceau paralléle et l’éclairement de l’écran, quelle que soit 
sa distance, est toujours suffisant. 

Choiz du tube. — On choisit quelques tubes de verre bien rectilignes, 
ne présentant pas de défaut apparent 4 la loupe. On les remplit d’eau, 
_ puis on les fait défiler derriére la lentille cylindrique en faisant, pour 
chacun, coincider la ligne focale avec celle de la lentille ; on repére 
tous les défauts visibles sur l’écran et l’on trouve facilement une 
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portion de 25 cm. sans défaut. CG’est cette portion que l’on utilise pour 
réeliser la partie ascendante d’un appareil identique A celui décrit par 
l'un de nous, mais en s’abstenant d’y percer des orifices de prélévement. 

Lentille. — On pourrait remplacer la lentille cylindrique par un 
deuxiéme tube de verre rempli d’eau, mais le résultat serait moins bon, 
car le systéme conduirait & employer des faisceaux de grande ouver- 
ture, d’ou aberration notable. Il faudrait réduire l’ouverture des 
faisceaux, au moyen d’une fente yerticale et la zone éclairée sur l’écran 
serait trop é6troite. Au contraire, la lentille cylindrique, si sa distance 
focale est suffisante, permet d’éclairer une zone assez large, corres- 
pondant cependant 4 un angle d’ouverture assez faible. 

Repérage. — Pour repérer les frontiéres, on utilise quelques artifices 
simples : 1° Autour de la lentille, on dispose une plaque métallique 
masquant les rayons inutiles ; une large fente découpée dans cette 
plaque, parallélement au tube, est munie d’une glace portant des 
traits équidistants. Ceci réalise une échelle qui se projette sur 1’écran 
el permet le repérage des stries. 2° Comme les rayons traversant une 
zone frontiére sont infléchis, la position de la strie lumineuse sur 
l’écran est différente de la position qui correspondrait & une simple 
projection de la frontiére. Pour obvier 4 cet inconvénient, on dispose 
pres du tube laboratoire un cadre coulissant parallélement a ce tube 
et portant un tube fin, tendu horizontalement. On déplace le cadre 
jusqu’a ce que l’image du fil sur l’écran se superpose a la strie lumi- 
neuse et l’on repére, sur l’échelle, Vombre du fil, dont la position 
correspond & une projection vraie. Le fil permet, en outre, une vyéri- 
fication de l’existence d’une frontiére peu nette, car image du fil, 
formée par les rayons qui ont traversé le- tube, est décalée par rapport 
a Vombre du fil qui se forme a cété, sur |’échelle, par simple projection. 
Le décalage est net et si l’on fait mouvoir lentemeni le fil, on note un 
saut de l’image lorsque l’on passe devant une frontiére. Il ne s’agit pas 
scvlement d’un saut, il y a diminution de l’obscurité produite par le 
fil, ce qui rend trés netie la détermination de l’instant du passage du 
fil mobile, en face de la frontiere. 


METHODES STATISTIQUES DE TITRAGE 
DES ULTRAVIRUS 


par P. BONET-MAURY. 


L’étude du titrage des ultravirus pathogénes, c’est-d-dire de la 
mesure d’une virulence, nous a amené a rapprocher assez étroitement 
les notions de toxicité et de virulence. Ce rapprochement, susceptible 
de justifications théoriques qui ne peuvent étre développées ici, parait 
déja assez bien fondé sur la grande analogie des courbes expérimen- 
tales de toxicité et de virulence, obtenues par la méthode des dilutions. 

En effet, si l’on injecte 4 des animaux groupés en lots d’importance 
égale des dilutions successives d’un virus susceptible de provoquer une 
intection mortelle, on observe, comme on le sait des mortalités régu- 
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ligrement décroissantes avec la dilution ; si l’on construit la « courbe 
de virulence, » liant la mortalité a la dilution, on obtient une courbe 
en S (fig. 1, courbes en pointillé) tout a fait voisine des courbes carac- 
téristiques de toxicité (1). 

Pour les toxiques on admet que cette forme traduit simplement 
linégale résistance des animaux-réactifs a l’intoxication et une courbe 
en S est considérée comme la courbe intégrale d’une courbe en cloche 
de Gauss, représentant la distribution d’un caractére biologique bien 
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Logarithme de la dilution 
Fic. 14. — Courbes de virulence 


L. D. 50 = 2,5 X 10-2: poliomyélite (souris); L. D.50 =5,5 & 10-4: herpés (souris) ; 
L. D. 50 = 3,2 X 10-8: vaccine (lapin). D’aprés Parker. 


défini de la population d’animaux, c’est-d-dire leur résistance. Il parait 
raisonnable d’interpréter de la méme facon la forme des courbes de 
virulence, que nous avons observées avec A. Vaisman, au laboratoire 
de M. C. Levaditi (fig. 1). Nous avons vérifié, pour le virus herpétique 
inoculé & la souris (2), que les résistances individuelles mesurées par 


(1) a) L. Launoy, Lecons de Pharmacodynamie : la Tozicité. Bailliere 
1942 ; b) Récnrer, Lampin et Szouiost, Bull. Sei. Pharmacol., 1937, 44, 81 : 
c) Trévan, Proceed. Roy. Soc. Biol., 1927, 404, 483 ; d) Gray, TRevAN ‘Bain- 
Eee et ATTwoon, Proceed. Roy. Soc. Biol., 1934, 108, 54; e) Gapnum, Medical 
es icone Spec. Report, 1933, 183 ; f) Buiss, Quarterly J. Pharmacol., 

(2) Bonet-Maury, C. R. Soc. Biol., 1941, 85, 383. 
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le temps de survie, se distribuaient bien suivant une courbe de Gauss, 
" Observé ayant une probabilité (P = 0,13) tout 2 fait naturelle. 
Nous avons été ainsi amené A appliquer au titrage des ultravirus les 
méthodes statistiques de la toxicologie. 

La toxicité d’une substance médicamenteuse est complétement 
décrite par la courbe dose-mortalité, qu’il est avantageux de construire 
en coordonnées semi-logarithmiques (1 e). Une telle courbe est com- 
plétement caractérisée par deux valeurs : la dose lélhale 50 p. 100 
(DL 50 ou dose provoquant la mortalité de la moitié des animaux) et 
la pente }, de la partie médiane de la courbe, pente qui traduit la dis- 
persion des résistances individuelles autour de leur valeur moyenne. 
Cette pente se mesure directement sur le graphique en prenant la 
demi-distance des abscisses des points 16 p. 100 et 84 p. 100; statisti- 
quement elle correspond & la déviation standard du logarithme des 
doses «ffectives individuelles et son inverse b est le coefficient de 
régression de la mortalité sur la dose. Par analogie avec les toxiques, il 
pirait donc logique de caractériser une courbe de virulence par les 
deux mémes valeurs : la D. L. 50 [déjd proposée par Parker pour le 
virus vaccinal (3)] et le coefficient }, caractérisant l’uniformité du 
metériel animal. [1 est important de remarquer que la définition de 
ces deux grandeurs, directement mesurables 4 partir de l’expérience, 
ne fait appel & aucune hypothése, bien que leur choix se justifie par 
des raisons statistiques sérieuses. 

Mesures du titre dun virus pathogéne. — La détermination compléte 
ce la courbe de virulence, longue et cotiteuse en animaux, n’est nul- 
lement nécessaire pour réaliser un bon titrage ; seule sa_ partie 
médiane est utile. Les différentes méthodes statistiques de la Toxico- 
logie s’efforcent d’obtenir une bonne détermination de D.L. 50 et 
d2 }, avec un nombre d’animaux réduit au strict minimum. La 
méthode des accumulations de Dragstedt-Lang permet de réaliser une 
premiere économie en faisant figurer chaque animal dans le bilan de 
plusieurs dilutions. Une deuxiéme simplification importante est réalisée 
par un simple changement d’échelle, couramment utilisé en toxico- 
logie (1 e). En exprimant les mortalités, non en pourcentages, mais 
avec une unité particuliére, la déviation normale équivalente ou probit 
(probability unil), les courbes de toxicité obtenues deviennent géné- 
ralement rectilignes dans leur partie médiane ; deux points expéri- 
mentaux suffisent alors parfaitement pour déterminer de facon tout 
a fait satisfaisante D. L. 50 et 2. En appliquant ce changement d’échelle 
% nos courbes de virulence, nous avons constalé qu’on obtenait bien 
des droites, ce qui renforce encore l’analogie des courbes de virulence 
et de toxicité (fig. 1, courbes en traits pleins). 

La précision d’un titrage est d’autant meilleure que le nombre 
d’animaux employé pour chaque dilution est plus élevé ; des raisons 
impérieuses d’économie obligent par ailleurs 4 le réduire au minimum. 
Avec A. Vaisman, nous utilisons, en général, des séries de 10 ani- 
maux (souris) pour chaque dilution et 3 dilutions au 1/10 (4), soit 


le va 


(3) Parner, J. exper. Med., 1938, 4, 67, 725. 
(A) La premiére dilution, ou dilution 10 —1, correspond a une suspension au 


1/10 de cerveau de souris infectée. 
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30 animaux pour un titrage ; théoriquement 2 dilutions seraient 
suffisantes, sion connaissait la valeur approximative de la D. L. 50, 
avec trois dilutions on l’encadre plus stirement, car on ne peut prévoir 
exactement sa valeur. Aprés un temps convenable pour amener la mort 
des animaux les plus résistants, et vérification histologique, les pour- 
centages de mortalité sont calculés pour chacune des 3 dilutions, en 
accumulant les résultats observés dans les deux autres. Les pourcen- 
_tages ainsi calculés sont soit transformés .en probits, a l'aide de 
tables (1 f), soit portés sur un papier spécial (logarithm. probability 
peper) dont les abscisses sont logarithmiques et les ordonnées exprimées 
en probits (fig. 1). On trace la droite passant convenablement entre les 
points expérimentaux et on détermine graphiquement la D. L. 50 
et }, (5). Des méthodes statistiques assez laborieuses permettent d’obtenir 
de meilleures estimations de ces deux valeurs (1 c. f.) : le gain réalisé, 
de Vordre de quelques pour 100, ne nous parait pas justifier la perte 
de simplicité et de rapidité sur la simple méthode graphique, pratique- 
ment trés satisfaisante. Le calcul de la déviation standard de la D. L. 50 
est possible, mais assez laborieux, cette déviation ne pouvant malheu- 
reusement pas étre obtenue par une méthode graphique simple. 

Il est possible d’imaginer d’autres. méthodes de titrage : il suffit de 
mettre en évidence une corrélation suffisante entre la dilution virulente 
inoculée et un critere mesurable de la sévérité de l infection : par 
exemple, élévation de température. survie, etc. C’est ainsi que le temps 
G’incubation aprés lVinjection est sensiblement proportionnel au log. 
de linverse de la dilution pour le papillome de Shope (6) et pour le 
virus herpétique (2). La surface de la papule vaccinale parait liée 
également a la dilution et cette corrélation permet, en introduisant le 
temps d’incubation, d’obtenir une méthode de titrage acceptable. 

Conclusion. — L’application au titrage des ultravirus pathogénes 
des méthodes statistiques de la toxicologie permet d’obtenir une meil- 
leure précision, tout en réduisant au minimum Je nombre d’animaux 
dépensés. 


Unstitut du Radium. Laboratoire Curie et Institut Alfred-Fournier. 
Service de M. C. Levaditi.) 


(5) La comparaison des valeurs obtenues montre que si les D. L. 50 sont 
différentes pour les 3 virus, luniformité . des animaux est sensiblement la 
méme pour chacun d’eux, les trois courbes ayant la méme pente, sensible- 
ment. 

(6) Bryan et Béarr, J. inf. Dis., 1939, 65, 306. 
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RECHERCHES SUR LA STABILITE DES LIAISONS 
ENTRE AGGLUTININES ET BACTERIES 
CAS DU BACILLUS TYPH/-MURIUM 


ET DES AGGLUTININES SPECIFIQUES 
DU SERUM DE LAPIN IMMUNISE 


par Micnaer MACHEBOEUF et Max VISCONTINI. 


On est parvenu, dans divers cas, A dissocier le complexe antigéne- 
anticorps [(1, 2, 3, 4, etc.)], mais les essais portérent surtout sur des 
précipitines, des hémolysines ou des antitoxines. Nous avons examiné 
le cas des agglutinines. 

1° Action de lVeau distillée. — On sait que l’agglutination ne se 
produit qu’en présence d’électrolytes. Si l’on élimine ensuite les sels, 
VPagglutination disparait. On pouvait donc penser que l’eau distillée 
élait capable d’éluer les agglutinines en dissociant l’union entre anti- 
gene et anticorps. Il n’en est rien, méme dans le cas que nous avons 
choisi, pour lequel l’agglutinine appartient a la fraction pseudo- 
globulines (soluble dans l’eau pure). Les traitements répétés par l’eau 
distillée n’enlévent pas d’agglutinines, car les eaux de _ lavage 
concentrées par dialyse sous pression n’ont pas de pouvoir agglutinant. 
D’ailleurs, aprés ces lavages, les microbes s’agglutinent encore spon- 
tanément si on les place dans de l’eau salée 4 9 p. 1.000 ou dans les 
solutions isotoniques de divers sels (Ca Cl,, CuCl, (NO,),Ni, Oxalate 
de Na, SO, Mg). 

2° Action des solutions salées trés concentrées. — Heidelberger, 
Kendall et Teorell (4) ont pu dissocier le complexe antig¢ne-anticorps, 
dans le cas de polyosides pneumococciques, par action d’une solution 
de chlorure de sodium trés concentrée. Nous avons constaté qu’une 
telle solution (15 p. 100) est incapable de détacher les agglutinines des 
bacilles que nous étudions (le liquide obtenu par trois lavages successifs 
n’a pas de pouvoir agglutinant, méme lorsque, par dialyse sous pres- 
sion, on l’a concentré considérablement et rendu isotonique). 

3° Action des amino-acides. — On sait que les anticorps ‘sont des 
protéides. On pouvait donc penser que les groupements chimiques qui 
interviennent dans leur liaison avec les antigénes sont simplement 
certains de ceux que l’on rencontre dans les amino-acides. S’il en était 
bien ainsi, certains amino-acides devraient étre les agents électifs pour 
dissocier le complexe antigéne-anticorps, chaque amino-acide tendant, 
par action de masse, a prendre la place sur l’antigeéne du groupement 


(1) Ramon, C. R. Soc. Biol., 1923, 88, 167. 

(2) Euter et Brunius, Zeitschr. Immunitdts{., 1930, 68, 124. 

(3) Fetron, J. Immunol., 1931, 24, 357 et 1932, 22, 453. 

(4) Hewevsercer, Kenpaty et Trorett, J. exper. Med., 1936, 63, 819. 
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correspondant de l’anticorps. D’ailleurs, Euler et Brunius (2) ont autre- 
fois constaté la dissociation d’un complexe hématies-hémolysines sous 
l’action de solutions assez concentrées de glycolle. 

Nous avons tenté de détacher les agglutinines des microbes que nous 
étudions en faisant agir une solution neutre contenant 70 g. par litre 
du mélange d’amino-acides obtenu par hydrolyse chlorhydrique d’eu- 
elobulines de sérum de Cheval (la majeure partie de l’acide chlorhy- 
drique avait 6té éliminée par distillation sous vide et le reste neutralisé 
par la soude. La concentration en NaCl était finalement amenée a 
9 p. 1.000). La solution d’amino-acides n’arrache pas les agglutinines 
cay si, apres l’avoir séparée des microbes, on élimine les amino-acides 
et concentre par dialyse sous pression, on obtient une solution qui n’a 
pas de pouvoir agglutinant. D’ailleurs, les microbes lavés par ja solu- 
tion d’amino-acides, restent agglutinés. Notons, il est vrai, que certains 
amino-acides que détruit l’hydrolyse acide des protéides et particulié- 
rement le tryptophane, n’étaient pas présents dans la solution utilisée 
qui contenait, par contre, leurs produits de décomposition. 

Nos expériences mettent en évidence la remarquable stabilité de 
V’union entre microbes et agglutinines. Cette union n’est pas dissociée 
par divers agents, qui, cependant,. dissocient d’autres complexes anti- 
egene-anticorps. Notons que nous avons toujours opéré avec des com- 
plexes microbe-anticorps obtenus en mettant, en présence des microbes, 
la quantité minima d’anticorps, nécessaire pour obtenir | agglutina- 
tion totale ; il se peut que les résultats eussent été différents s’il y 
avait eu un excés d’anticorps. 


(Institut Pasteur, Paris.) 


ETUDES SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE 


VI. — INFLUENCE DE LA DIAZOTATION 
SUR LE POUVOIR ANTISULFAMIDE DES AUTOLYSATS DE LEVURE 


par J. TABONE, F. NITTI et H. MOUSSET. 


Nous avons montré dans une note précédente (1) qu’il fallait recher- 
cher la source principale de l’activité antisulfamide des peptones ailleurs 
que dans la présence éventuelle, dams celles-ci, de faibles quantités 
d’acide p-aminobenzoique. Dans la note présente nous nous sommes 
proposé de rechercher si l’acide p-aminobenzoique, contenu dans les 
anlolysats de levure (2), était le seul facteur responsable de 1l’activité 
antisulfamide de ces derniers. 

Nous avons pensé qu’un moyen d’atteindre ce but Gtait de diazoter 
les solutions d’autolysat de levure et de décomposer ensuite, par chauf- 


(1) J. Tasone, F. Nirrr et H. Mousse: Mier ep = 
tie ates Mousset, Ass. Mier. L. Frang., ces Annales, 


(2) Woops, Brit. J. exp. Pathol., 1940, 24, 74. 
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fage modéré (quelques minutes a 100°), les sels de diazonium ainsi 
formés. On sait que dans ces conditions l’acide p-aminobenzoique perd 
quantitativement son activité antisulfamide (1). 

Pour la diazotation, la détermination du pouvoir antisulfamide et le 
dosage des fonctions amines aromatiques, voir (1). 

Les résultats obtenus sont les suivants : une solution diluée (3) d’au- 
tolysat de levure perd, aprés diazotation, le quart et parfois la moitié 
de son pouvoir antisulfamide. La méme solution A laquelle on a précé- 
demment ajouté de l’acide p-aminobenzoique voit, du fait de la diazo- 
tation, son pouvoir antisulfamide baisser considérablement et prendre 
une valeur sensiblement identique 4 celle que prend la solution d’auto- 
lysat seule aprés diazotation. L’une et l’autre solution donnent, aprés 
qu’elles aient été diazotées, une réaction de Marshall négative. 

Ces faits nous permettent de penser que pratiquement la totalité des 
fonctions amines aromatiques est détruite au cours de la diazotation. 
De sorte que la baisse du pouvoir antisulfamide des autolysats observée 
aprés diazotation peut étre attribuée 4 la disparition des fonctions 
amines aromatiques qu’ils renferment et fort probablement a celle de 
lacide p-aminobenzoique. 

Les résultats de nos expériences s’expliquent donc a la !umiére des 
faits déjé acquis, 4 savoir l’existence dans les autolysats de levure, 
d’acide p-aminobenzoique. Ils montrent de plus qu’il existe dans les 
autolysats de levure des facteurs antisulfamides autres que l’acide 
p-aminobenzoique. On poursuit |’étude de ces nouveaux facteurs. 


Unstitut Pasteur.) 


ACTION DU /-AMINO-PHENYL-SULFAMIDE 
DANS LE SODOKU EXPERIMENTAL DU COBAYE 


par F. NITTI, F. BOYER et M. CONGE. 


Le sulfamide, qui s’est montré d’une si grande polyvalence anti- 
miuicrobienne, ne manifeste qu’une action trés limitée ou nulle dans 
la plupart des infections parasitaires. 

Récemment Ishii, Schumizu et Tsuda ont montré que la spirochétose 
récurrente expérimentale de la souris peut étre favorablement influencée 
par ce médicament. Dans la syphilis, par contre, le sulfamide s’est 
montré absolument inopérant. 

Nous avons essayé l’action thérapeutique du p-amino-phényl-sulfa- 
mide dans le sodoku du cobaye. - 

Nous nous sommes servis, dans nos expériences, d’une souche de 
sodoku isolée chez l-homme par notre maitre Salimbeni et entretenue 
par passages sur l’animal au laboratoire. 

L’inoculation a été pratiquée avec une émulsion de rate broyée qui 


(3) Les solutions soumises au dosage biologique renferment 2,58 g. de 
matiéres séches pour 100 c. ¢. 
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se montre, comme I’avait décrit M. Salimbeni, extrémement infectante 
pour le cobaye. 

L’inoculation, pratiquée par la voie sous-dermique sur le flanc épilé 
du cobaye, est suivie cing ou six jours aprés par une adénopathie 
inguinale, puis par un chancre au lieu d’inoculation. En méme temps, 
de rares spirilles apparaissent dans le sang. Laissée a elle méme |’infec- 
tion évolue rapidement, le nombre des spirilles augmente, des troubles 
trophiques apparaissent : chute des poils, atrophie des organes géni- 
taux, effondrement des cartilages du nez. Puis la mort survient entre 
le trentiéme et le quaranti¢éme jour. 

Nous avons suivi trois séries d’animaux, les premiers traités par du 
novarsénobenzol, les seconds par le sulfamide et les derniers enfin 
non. traités et servant de témoins. 

Il est connu que le novarsénobenzol jugule rapidement le sodoku 
expérimental. Il est & noter qu’il faut utiliser des doses relativement 
élevées et des injections répétées. Un traitement unique de novarséno- 
benzol 4 la dose de 30 mg. seulement par kilogramme est généralement 
suivi d’une rechute. 

Le p-amino-phényl-sulfamide & des doses trés élevées, il est vrai, 
s’est montré trés actif dans le sodoku expérimental du cobaye. 

Les animaux ont été traités six jours aprés ]’inoculation, dés l’appa- 
riiion de spirilles dans le sang circulant. 

Le sulfamide s’élimine trés rapidement lorsqu’il est administré par 
la voie buccale. Pour obvier & cet inconvénient, nous avons introduit 
sous la peau des cobayes des crayons de sulfamide, cette méthode per- 
mettant une résorption relativement plus lente du médicament. 

Un traitement unique a la dose de 3 g. par kilogramme améne en 
quelques jours, ou plus souvent en vingt-quatre heures, la disparition 
des spirilles dans le sang. La guérison n’est qu’apparente car dans la 
plupart des cas une rechute se produit vers le vingtiéme jour. 

Un traitement répété deux fois, 4 une semaine d’intervalle, & la dose 
de 1,50 g. par kilogramme, améne par contre des guérisons durables. 
Les animaux restent parfaitement normaux, les poils dans la région 
épilée repoussent, les organes génitaux ne présentent aucun signe 
d’atrophie, les testicules restent mobiles. 

En résumé, le p-amino-phényl-sulfamide exerce une action thérapeu- 
tique extrémement nette dans une infection spirillaire particuliére- 
ment séyére du cobaye. 

Unstitut Pasteur.) 
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